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The applicant has filed a statement In accordance with Rule 28 (4) EPC (issue of a sample only to an expert). Accession number(s) 
of the deposit(s): DSM 4289. 

@ Gezielter EJnbau von Genen Ins pflanzllche Genom. 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein neuartiges Verfahren, 
das baslerend auf der homologen Rekombination von.naturfi- 
chen oder artifizieil modlflzlerten Genen, Genfragmenten Oder 
sonstigen nOtzlichen DNA-Sequenzen mit homologen DNA-Ab- 
schnitten innerhalb des pfianzlichen Genoms, den gezielten 
Einbau von genetischem Material an genau definierten Steilen 
in das Genom der Pflanze sowle eine zielgerichtete, vorhersag- 
bare Modifikation von Genen Innerhalb des pfianzlichen 
Genoms erlaubt. Weiterhln ermoglicht das erfindungsgemasse 
Verfahren eine gezielte identifikation der Funktion von Einzelge- 
nen Innerhalb des Gesamtgenoms der Pflanzen. Ein weiterer 
Gegenstand dieser Erfindung betrifft nach diesem Verfahren 
erhaltliche transgene Pflanzen und deren Nachkommen sowle 
die pfianzlichen Produkte davon. 

**>w*™t ii 

f.ct»it - ruvsi* puci9 trw 

BBSS Prewar- cad T»min*tar-«# t iao t*t in ISA Trw 
krlpc* «as CnrttClewvr Rotatk Vim (tUXV) 
Pronator* ad TtmitLitor-I+f too d*« 3SS f&A Tr*a»- 
fczlpc* «oo CtKf 
tadt dnCmVva CtXV 
fS&SS APM(J') PtowIp ksdltnad* tr t loa «ea pABDl 




Bundesdrockerel Berlin 



1 



EP 0317 509 A2 



2 



Beschreibung 



Gezlelter Bnbau von Genen ins pflanzliche Genom 



1 Die vorliegende Erfindung betrifft ein neuartiges 
Verfahren, das basierend auf der homologen Re* 
kombination von natflrtichen Oder artffiziell modifi- 5 
zierten Genen, Genfragmenten oder sonstigen nutz- 
lichen DNA-Sequenzen mit homologen DNA-Ab- 
schnrtten innerhalb des pflanzlichen Genoms, den 
gezieiten Einbau von genetischem Material an genau 
definierten Steilen in das Genom der Pflanze und 10 
damit eine zielgerichtete, vorhersagbare Modifika- 
tion von Genen innerhalb des pflanzlichen Genoms 
erlaubt (in situ-Modifikation). Weiterhin ermoglicht 
das erfindungsgemasse Verfahren eine gezielte 
Identifikation der Funktion von Einzelgenen inner- 15 
halb des Gesamtgenoms der Pflanzen. Ein weiterer 
Gegenstand dieser Erfindung betrifft nach diesem 
Verfahren erhaltiiche transgene Pflanzen und deren 
Nachkommen sowie die pflanzlichen Produkte da- 
von. 20 

Vorausseizung fQr eine prazise genetische Mani- 
pulation von Pflanzen ist die genaue und vorhersag- 
bare Veranderung des Pflanzengenoms durch den 
zielgerichteten Einbau von neuen Genen in das 
Genom von Pflanzenzellen, die dann zu Zell-, 25 
Gewebe- oder Kalluskulturen oder zu ganzen Pflan- 
zen regeneriert werden und somit zu neuen Pflanzen 
fuhren, die nunmehr eine neue Elgenschaft aufwei- 
sen. 

Die intensive Forschung auf dem Gebiet der 30 
rekombinanten DNA-Technologie bel Pflanzen hat in 
den letzten Jahren zu bedeutenden Fortschritten 
gefuhrt. Dies gilt in erster Unie fur die Herstellung 
transgener Pflanzen. wofQr inzwischen eine Reihe 
von Gen-Transfer-Verfahren zur Verfugung stehen, 35 
die in vielen Laboratorien bereits routinemassig 
angewendet werden. 

Zu den am besten etablierten und am haufigsten 
verwendeten Gen-Transfer-Verfahren gehort zwei- 
feilos das Agrobacterium -Transf ormatfonssystem. 40 

Agrobacterium -Zellen besltzen auf ihrem Ti-Plas- 
mid ein grosses DNA-Fragment, die sogenannte 
T-DNA-Region, das bel der Transformation pf lanzli- 
cher Zellen in das Pflanzengenom integrlert wird. 

Dieses naturliche Gen-Transfer-System kann 45 
nach Ausfuhrung verschiedener Modifikationen als 
Gen-Vektor-System fur die artlfizielie Transformation 
von Pflanzen verwendet werden. 

Daruberhinaus stehen noch andere effiziente 
Verfahren zur Einschleusung von genetischem Ma- 50 
terial in Pflanzen zur Verfugung, die zum Grossteii 
auf neueren Entwicklungen beruhen. Dazu gehSren 
beispielsweise der direkte Gentransfer in Protopla- 
sten, die Fusion DNA- haltiger, membranumhOllter 
Vesikel, sogenannter Liposomen, mit der Protopla- 55 
stenmembran, die intranukleare Mikroinjektion von 
Protopiasten sowie moglicherweise die Makroinjek- 
tion von genetischem Material in die meristemati- 
schen Bereiche des BlOtenstandes. 

Diese zuvor naher charakterisierten Gen-Trans- 60 
fer-Verfahren fuhren zwar zu einer Einschleusung 
von genetischem Material in die pflanzliche Zelle und 
zu einer Integration in das pflanzliche Genom; sie 



haben aber den entscheidenden Nachteil, dass der 
Einbau des eingeschleusten genetischen Materials 
in das nukleare Genom der Pflanze ungerichtet und 
damit zufallsbedingt erfolgt, so dass die genomische 
Lokalisation der Fremd-DNA nicht vorherbestimm- 
bar ist (Potrykus I etal., 1985; Wallroth M etal. 1986; 
Ambros PF et aJ. t 1986). 

Es ist aber andererselts bekannt, dass der 
Integrationsort innerhalb des pflanzlichen Genoms 
einen entscheidenden Einfluss auf die Effizienz und 
Starke der Expression der integrierten Fremdgene 
hat. So konnen beispielsweise die Expressionsraten 
eines bestimmten integrierten Fremdgens in Abh&n- 
gigkeit vom Integrationsort innerhalb des Genoms 
bei zwei verschiedenen unabhangig vonelnander 
erzeugten transgenen Pflanzen betrachtlich differie- 
ren. 

Die gleiche Abhangigkeit vom Integrationsort 
konnte auch Im Zusammenhang mit der Gen-Regu- 
lation, insbesondere bei der Reaktion von integrier- 
ten Fremdgenen auf Induktions- und/oder Suppres- 
sor-Signale, beobachtet werden. Auch In diesem Fail 
findet man deutiiche Unterschiede zwischen unab- 
hangig voneinander erzeugten transgenen Pflanzen. 

Diese Abhangigkeit vom Integrationsort kann 
beispielsweise dadurch Qberwunden werden, dass 
man eine in-situ Modifikation von Genen innerhalb 
des pflanzlichen Genoms durchfuhrt. 

Im Rahmen einer solchen In-situ Modifikation von 
bestimmten Zielgenen verbleibt das Gen an seiner 
naturlichen, angestammten Position innerhalb des 
Pflanzengenoms, sodass eine fur das jeweilige 
Zielgen optimale Expression und Regulation ge- 
wahrleistet ist. 

Bis zum Zeitpunkt der vorliegenden Erfindung war 
aber kein Verfahren bekannt, das eine in-situ 
Modifikation von Genen innerhalb des pflanzlichen 
Genoms ermoglicht hatte. 

Vor dem Hintergrund der allgemeinen Bemuhun- 
gen auf dem Gebiet der pflanzlichen Gentechnologie 
urn eine Steigerung der Effizienz der Regulation und 
Expression von eingeschleusten Fremdgenen in der 
pflanzlichen Zelle, muss es darter als eine vordringli- 
che Aufgabe angesehen werden Verfahren zu 
entwlckeln, die eine zielgerichtete Integration von 
Fremdgenen an definierten, vorherbestimmbaren 
Orten innerhalb des pflanzlichen Genoms eriauben 
und somit z.B. eine in-situ Modifikation von pflanzli- 
chen Genen moglich machen. 

Bel Hefen, elnigen anderen Pilzen sowie bei dem 
Schleimpilz Dictyostelium discoldeum (Hinnen H et 
ai, 1978; Miller BL et al. , 1987; De Lozanne A and 
Spudich SA., 1987) konnte die naturiicherweise sehr 
effiziente homologe Rekombination transformieren- 
der DNA fQr Untersuchungen uber die natQrliche 
genomische Umgebung der transformierten und 
modiflzierten Gene eingesetzt werden sowie ausser- 
dem fur eine direkte Modifikation von Genen 
innerhalb des Genoms. 

Dieses Verfahren lasst sich aufgrund der hdheren 
Kompiexizitat auf die Verhaltnisse bei taxonomisch 
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hdher stehenden Organismen dagegen nicht anwen- 
den. 

Bei Saugem beispielsweise findet man neben der 
erwahnten homologen Rekombination auch eine 
sehr effiziente, nicht homologe oder iliegitime Re* 
kombination von fremder DNA ins Genom, was 
einen gezieiten Einbau von Fremd-DNA an einem 
bestimmten gewOnschten Ort Innerhalb des Ge- 
noms sehr schwierig macht. 

Auch bei Pflanzen kann aufgrund der hohen 
Transformationsraten, die sich mit DNA MolekQien 
erzieten lassen, die keinertei Homoiogien zu Ab- 
schnitten des pflanzlichen Genoms aufweisen (Shil- 
lito R et ah , 1985; Negrutiu I et ah , 1987). mit 
Sicherheit davon ausgegangen werden, dass der 
Anteil der iliegitimen, nicht homologen Rekombina- 
tion ebenfalls sehr hoch liegt. 

Bis zum Zeitpunkt der voriiegenden Erfindung war 
es volikommen unklar, ob in Pflanzen uberhaupt eine. 
homologe Rekombination exlstiert und falls ja, wie 
effizient diese arbeitet. 

Folglich war es daher bisher auch nicht moglich, 
genetisches Material gezielt an genau definierten 
Stelien innerhalb des pflanzlichen Genoms zu inte- 
grieren. 

Diese Aufgabe konnte jetzt im Rahmen der 
voriiegenden Erfindung uberraschenderweise mit 
Hiffe einfacher Massnahmen geldst werden. 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Herstellung von transgenen Pflanzen, das sich 
dadurch kennzeichnet, dass man ein Gen, ein 
Genfragment oder sonstige nutzliche DNA-Sequen- 
zen mit Hilfe der homologen Rekombination gezielt 
an elner gewOnschten, vorherbestimmbaren Steile in 
das pflanzliche Genom integriert. 

Dabei soil der Begriff des pflanzlichen Genoms im 
Rahmen dieser Erfindung definitionsgemass nicht 
auf das nukleare Genom beschrankt bleiben, son- 
dern auch die in den Mitochondrien und den 
Plastiden voriiegenden Genomabschnitte umfassen, 
die mit Hilfe des erfindungsgemassen Verfahrens 
ebenfalls einer gezieiten Modifikation zuganglich 
sind. 

Damit ist es im Rahmen dieser Erfindung jetzt 
erstmals moglich bestimmte Zielgene innerhalb des 
pflanzlichen Genoms gezielt und effizient In-situ zu 
modifizieren (gezielte Mutagenese). 

Die in-situ Modifikation von Genen hat gegenuber 
den bisher praktizierten Verfahren zur Modifikation 
pflanzeneigener Gene, bei denen zunachst ein 
gewunschtes Gen isoliert, anschliessend In-vitro 
modifiziert und schliesslich wieder ins Genom 
reintegriert wird, entscheldende Vorteile. 

Die Reintegration eines zuvor isolierten und 
in-vitro modifizierten Gens ins pflanzliche Genom 
erfolgt rein zufalisbedingt, sodass, in Abhangigkeit 
vom Integratlonsort, Schwierlgkeiten bei der Regu- 
lation und/oder Expression des integrierten Gens 
auftreten konnen. Bei der im Rahmen dieser Erfin- 
dung jetzt erstmals mdglich gewordenen in-situ 
Modifikation verbleibt das Gen dagegen an seiner 
natOrlichen, angestammten Position innerhalb des 
Pflanzengenoms, wodurch eine fur das jeweilige 
Zielgen optimale Regulation und Expression ge- 
wahrlelstet wird. 



Neben der zielgerichteten und damit sehr efftzien- 
ten in-situ Modifikation von pflanzeneigenen Genen 
(gezielte Mutagenese), eroffnet das erfindungsge- 
masse Verfahren eine Reihe weiterer Anwendungs- 
5 mogiichkeiten, wie z.B. den Einbau zusatziicher 
Genkopien in Regionen mit bekannt hoher Expres- 
sionsrate sowie die Elimination und damit Ausschal- 
tung von unerwOnschten Genen u.a.m. 

Im einzelnen ist es dabei mit Hiife des erffndungs- 
10 gemassen Verfahrens beispielsweise moglich, domi- 
nante oder semi-dominante Allele, die der Pfianze 
eine unter zQchterischen und/oder kommerziellen 
Gesichtspunkten unerwunschte Eigenschaft veriei- 
hen, gegen rezessive Allele mit nutzlichen und 
15 wunschenswerten Eigenschaften auszutauschen. 

Eine weitere konkrete Einsatzmogiichkeit des 
erfindungsgemassen Verfahrens betrifft den geziei- 
ten Einbau eines gewOnschten Gens ins pflanzliche „ 
Genom durch homologe Rekombination mit Genen 
20 oder Genfragmenten oder mit sonstlgen nQtzlichen 
DNA-Sequenzen, die zuvor bereits mit Hilfe bekann- 
ter Verfahren artrftziell ins Pflanzengenom integriert 
wurden. 

Das zuerst integrierte Gen oder Genfragment 
25 bzw. die zuerst integrierte DNA-Sequenz kann 'dabei 
z.B. ais Sondenmolekul eingesetzt werden, mit 
dessen Hiife es moglich ist, Regionen innerhalb des 
pflanzlichen Genoms aufzuspuren, die vorteiihafte 
Eigenschaften aufweisen, wie z.B. eine gute Expres- 
30 sion oder eine gute Regulierbarkeit des eingebauten 
Gens. 

Mit Hilfe des erfindungsgemassen Verfahrens 
kann dann ein gewunschtes Gen Oder Genfragment 
oder eine sonstige nutzliche DNA-Sequenz sehr 

35 einfach und gezielt in diesen, mit Hinblick auf die 
Genexpression oder die Regulierbarkeit bevorzug- 
ten Bereich innerhalb des Pflanzengenoms via 
homoioger Rekombination dirigiert werden. 
Besonders bevorzugt fur eine Verwendung als 

40 SondenmolekQIe sind Gene oder Genfragmente 
bzw. sonstige nutzliche DNA-Sequenzen, die sich 
durch eine leichte Sejektionierbarkeit auszeichnen, 
wie z.B. Gene, die zu phenotypischen Selektions- 
merkmalen in der transformierten Zelle oder Pfianze 

45 fuhren, insbesondere zu Resistenzen gegenQber 
Antibiotika oder gegenuber bestimmten Herbiziden. 

In gleicher Weise 1st es moglich Gene oder 
Genfragmente oder sonstige nQtzliche DNA-Se- 
quenzen mit Genen oder Genfragmenten zu kop- 

50 peln, die zuvor bereits mit Hiife bekannter Verfahren 
artifizieil ins pflanzliche Genom integriert wurden. 

So kann beispielsweise ein Gen, das eine wun- 
schenswerte Eigenschaft kodiert, wie z.B. eine 
Insektenresistenz, mit einem zweiten, zuvor bereits 

55 artifizieil ins Genom einer Zielpflanze integrierten 
Gen, das beispielsweise eine Herbizidresistenz 
kodiert, gekoppelt werden. 

Das erfindungsgemasse Verfahren ist aber nicht 
auf den Austausch bzw. die Kopplung von Genen 

60 oder sonstlgen DNA-Sequenzen mit zuvor artifizieil 
ins pflanzliche Genom integrierten Genen oder 
DNA-Sequenzen beschrankt. 

Es ist selbstverstandlich mit Hilfe des erfindungs- 
gemassen Verfahrens in gleicher Weise moglich, 

65 gewQnschte Gene oder Genfragmente sowie andere 
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nutztiche DNA-Sequenzen mit natuiiicherweise im 
Pfianzengenom bereits vorliegenden Genen auszu- 
tauschen oder an diese zu koppeln. 

Dabei kann man beispielsweise ein unter zuchteri- 
schen Gesichtspunkten gewunschtes und nutzii- 
ches Gen mit einem Markergen koppeln, das sich in 
den Foigegenerationen aufgrund seiner phanotypl- 
schen Merkmalsausprigung leicht verfolgen lasst. 

Auf diese Weise 1st es fur den Zuchter sehr . 
einfach moglich, ein gewunschtes Gen durch die 
Foigegenerationen hindurch zu verfolgen, indem er 
sich an dem phanotypischen Markergen orientiert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung betrifft daher rekombinante DNA MolekOIe, die 
aufgrund ihrer speziflschen Konstruktion In der Lage 
sind Gene oder DNA-Sequenzen, die gegebenen- 
falis fur neue und wGnschenswerte Eigenschaften 
kodieren, mit Hilfe der homologen Rekombination 
gezielt an definierten Stellen innerhalb des pflanzli- 
chen Genoms zu integrieren. 

Weiterhin umfasst von der vorliegenden Erfindung 
sind ferner transgene Pflanzen mit neuen und/oder 
verbesserten Eigenschaften, die mit besagtem re- 
kombinanten DNA-Molekul transformiert worden 
sind. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ausserdem 
transgene Pflanzen, welche . aus transformierten 
Pflanzenzellen, die besagtes rekombinantes DNA 
Molekul enthalten, regeneriert werden sowie deren 
Samen, daruberhinaus die Nachkommen von trans- 
genen Pflanzen sowie Mutanten und Varianten 
davon. 

Die vorliegende Erfindung umfasst ebenso chima- 
re genetische Konstruktionen, weiterhin Klonie- 
rungsvehikel und Wlrtsorganismen sowie Methoden 
zur gezielten Uebertragung wunschenswerter Ei- 
genschaften auf Pflanzen. 

In der folgenden Beschreibung werden eine Reihe 
von Ausdrucken verwendet, die in der rekombinan- 
ten DNA Technologie, sowie in der Pflanzengenetik 
gebrauchlich sind. 

Urn ein klares und einheitliches Verstandnis der 
Beschreibung und der Anspruche sowie des Urn- 
fangs, der den besagten Ausdrucken zukommen 
soli, zu gewahrleisten, werden die folgenden Defini- 
tionen aufgestellt: 

Heterologe(s) Gen(e) oder DNA: 
Eine DNA Sequenz, die fur ein spezifisches Produkt 
oder Produkte kodiert oder eine biologische Funk- 
tion erfullt und die von einer anderen Spezies 
stammt als derjenigen, in welche das besagte Gen 
eingeschleust wird; besagte DNA Sequenz wlrd 
auch als Fremdgen oder Fremd-DNA bezeichnet. 

Homologe(s) Gen(e) oder DNA: 
Eine DNA Sequenz, die fur ein spezifisches Produkt 
oder Produkte kodiert oder eine biologische Funk- 
tion erfullt und die aus der gleichen Spezies stammt, 
in welche das besagte Gen eingeschleust wlrd. 

Synthetische(s) Gen(e) oder DNA: 
Eine DNA-Sequenz, die fur ein spezifisches Produkt 
oder Produkte kodiert oder eine biologische Funk- 
tion erfullt und die auf synthetischem Wege herge- 



stellt sind. 
Pflanzen-Promotor: 

Eine Kontrollsequenz der DNA Expression, die die 
5 Transkription jeder beliebigen homologen oder 
heterologen DNA Gensequenz in einer Pflanze 
gewahrieistet, sofem besagte Gensequenz in oper- 
abler Weise mit einem solchen Promotor verknQpft 
ist. 

10 

Terminations-Sequenz: 

DNA-Sequenz am Ende einer Transkriptlons-Einheit, 
die das Ende des Transkriptionsvorganges signali- 
siert. 

75 

Ueberproduzierender Pflanzen-Promotor (OPP): 
Pflanzen-Promotor, der in der Lage Ist, in einer 
transgenen Pflanzenzelle die Expression einer jeden 
in operabler Weise verknupften f unktionalen Gense- 
20 quenz(en) in einem Ausmass (gemessen in Form 
der RNA oder der Polypeptidmenge) zu bewirken, 
das deutiich hdher liegt, als dies natuiiicherweise in 
Wirtszellen, die nicht mit besagtem OPP transfor- 
miert sind, beobachtet wird. 

25 

375 ; nicht-translatlerte Region: 
Stromabwarts/stromaufwarts der kodierenden Re- 
gion gelegene DNA-Abschnitte, die zwar in mRNA 
transkribiert, nicht aber in ein Polypeptid Qbersetzt 
30 werden. Diese Region enthalt regulatorische Se- 
quenzen, wie z.B die Ribosomenbindungsstelle (5') 
oder das Polyadenylierungssignal (3'). 

Pflanzliches Material: 
35 in Kultur oder als solches lebensfahige pflanzliche 
Telle wie Protoplasten, Zellen, Kallus, Gewebe, 
Embryonen, Pflanzenorgane, Knospen, Samen, u.a. 
sowie ganze Pflanzen. 

40 Pflanzen-Zelle: 

Strukturelle und physlologische Einheit der Pflanze, 
bestehend aus einem Protoplasten und einer Zell- 
wand. 

45 Protoplast: 

aus Pflanzenzellen oder -geweben isolierte zell- 
wandlose "nackte" Pflanzenzelle mit der Potenz zu 
einem Zellklon oder einer ganzen Pflanze zu regene- 
rieren. 

50 

Zellklon: 

aus einer Zelle durch fortlaufende Mitosen entstan- 
dene Population von genet|sch gleichen Zellen. 

55 Pflanzengewebe: 

Eine Gruppe von Pflanzenzellen, die in Form einer 
strukturellen und funktionelten Einheit organtsiert 
sind. 

60 Pfianzenorgan: 

Eine strukturelle und funktionelle Einheit zusammen- 
gesetzt aus mehreren Geweben, wie beispielsweise 
Wurzel, Stamm, Blatt oder Embryo. 

65 
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DNA-Expresslons-Vektor: 

Klonierungs-Vehikel, wie z.B. ein Piasmid Oder ein 
Bakteriophage, das alte Signal-Sequenzen enthalt, 
die fur die Expression einer inserierten DNA in einer 
geeigneten Wirtszelle notwendig sind. 



DNA-Transf er-Vektor : 

Transfer-Vehikel, wie z.B. ein Ti-Piasmld Oder ein 
Virus, das die Einschleusung von genetischem 
Material in eine geeignete Wirtszelle ermoglicht. 

homologe Rekombination: 

reziproker Austausch von Stucken zwischen homo- 

logen, doppelstrangigen DNA-Molekuien. 

Mutanten, Varianten transgener Pflanzen: 
Spontan Oder aber artifiziell, unter Anwendung 
bekannter Verfahrensmassnahmen, wie z.B. UV-Be- 
handlung, Behandlung mit mutagenen Agentien etc. 
entstandener Abkomnling einer transgenen Pflanze, 
der noch die erfindungswesentlichen Merkmale und 
Eigenschaften der transgenen Ausgangspflanze 
aufweist, welche diese aufgrund der Transformation 
mit exogener DNA erhaiten hat. 

Im Rahmen der voriiegenden Erfindung ist es jetzt 
erstmals gelungen, ein Verfahren zu entwickeln, das 
es ermoglicht bei Pflanzen genetisches Material 
gezielt an definierten vorherbestimmten Positionen 
innerhalb des pflanzlichen Genoms zu integrieren 
und dort zu exprimieren. 

Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf 
einer gezielten Integration von genetischem Material 
in das Genom der Pflanze mit Hilfe der homologen 
Rekombination von naturlichen Oder artifiziell modif- 
zierten und/oder synthetischen Genen oder Gen- 
fragmenten oder sonstigen nutzlichen DNA-Se- 
quenzen mit homologen DNA-Abschnitten innerhalb 
des pflanzlichen Genoms, wobei besagte homologe 
DNA-Abschnitte ein naturlicher Bestandteil des 
Pflanzengenoms sind oder aber gegebenenfalls 
zuvor mit Hilfe bekannter Verfahrensmassnahmen 
artifiziell in das Pfianzengenom eingebaut werden. 

Einen wesentlichen Bestandteil der voriiegenden 
Erfindungen bilden daher rekombinante DNA-Mole- 
kGle, die aufgrund ihrer spezifischen Konstruktion 
den gezielten Einbau von Genen in das Genom einer 
Zielpflanze mit Hilfe der homologen Rekombination 
ermoglichen. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung 
rekombinante DNA Molekule, die eine zielgerichtete 
Integration von Genen, Genfragmenten oder sonsti- 
gen nQtzlichen DNA-Sequenzen an genau definier- 
ten Stellen innerhalb des pflanzlichen Genoms 
ermoglichen und die slch dadurch kennzeichnen, 
dass sie die zu integrierende DNA enthalten, und 
dass besagte DNA in einem Masse Homologlen zu 
entsprechenden DNA Regionen innerhalb des 
pflanzlichen Genoms aufweist oder aber von sol- 
chen homologen DNA-Sequenzen flankiert wird, 
dass bei der Transformation der die homologen DNA 
Regionen enthaltenden pflanzlichen Zelle eine ziel- 
gerichtete Integration besagter zu integrierender 
DNA an genau definierten Stellen innerhalb des 
pflanzlichen Genoms durch homologe Rekombina- 



tion stattfindet. 

Es .handelt sich dabei bevorzugterweise urn 
rekombinante DNA Molekule, die aus einer zu 
integrierenden DNA-Sequenz bestehen, welche ge- 

5 gebenenfalls in operabler Weise mit in der pflanzli- 
chen Zelle funktionsfahigen Expressionssignaien 
sowie mit fianklerenden DNA-Abschnitten, die Hc- 
mologien zu einer bestimmten Region innerhalb des 
pflanzlichen Genoms aufwelsen, verknupft ist. In 

10 erster Linie betrifft die vorliegende Erfindung rekom- 
binante DNA Molekule, die sich dadurch kennzeich- 
nen, dass 

a) besagte rekombinanate DNA Molekule ein 
Strukturgen besitzen, das fur eine nutzliche und 

15 wunschenswerte Eigenschaft kodiert 

b) besagtes Strukturgen gegebenenfalls in 
operabler Weise mit in pflanzlichen Zelien 
funktionsfahigen Expressionssignaien ver- 
knupft Ist 

20 c) besagte funktionelle Einheit, bestehend 

aus Strukturgen und gegebenenfalls aus . Ex- 
pressionssignaien, in einer Weise von DNA-Se- 
quenzen flankiert wird, die in eJnem Masse 
Homologlen zu entsprechenden DNA-Regio- 
25 nen innerhalb des pflanzlichen Genoms aufwei- 

sen, dass bei der Transformation der die 
besagte homologe Region enthaltenden pflanz- 
lichen Zelle eine gezielte Integration der von 
homologen DNA-Sequenzen flankierten Gense- 
30 quenz an definierten Stellen innerhalb des 

pflanzlichen Genoms durch homologe Rekom- 
bination stattfindet. 
Neben Strukturgenen konnen auch beliebige 
andere Gene oder Genfragmente sowie DNA-Se- 
35 quenzen verwendet werden. 

Ebensb umfasst vom breiten Konzept dieser 
Erfindung sind genetische Konstruktionen, beste- 
hend aus Genen oder Genfragmenten oder sonsti- 
gen nutzlichen'DNA-Sequenzen, die gegebenenfalls 
40 unter der Kontrolle von in pflanzlichen Zellen 
funktionsfahigen Expressionssignaien stehen und 
die eine genugend grosse Homologie zu entspre- 
chenden DNA Regionen innerhalb des pflanzlichen 
Genoms aufweisen, sodass ein direkter Austausch 
45 dieser Gene oder Genfragmente oder sonstiger 
nutzlicher DNA-Sequenzen gegen besagte homolo- 
ge genomlsche DNA vermittels der homologen 
Rekombination erfolgen kann. 
Neben doppelstrangiger DNA kann in dem erfin- 
50 dungsgemassen Verfahren auch einzelstrangige 
DNA sowie teilweise einzelstrangige DNA eingesetzt 
werden. 

Daruberhinaus besteht die Moglichkeit DNA/Pro- 
tein-Komplexe zu verwenden, in denen die zu 
55 integrierende Ziel-DNA mit einem bestimmten funk- 
tionalen Protein assoziiert ist. 

An dieser Stelle seien beispielhaft einige DNA/ 
Protein-Komplexe genannt, wie z.B. ein DNA/Chro- 
matinblndungsprotein-Komplex, ein DNA/Pflanzen- 
60 virus-Protein-Komplex oder ein DNA/Protein-Kom- 
plex unter Einbeziehung heterologer Proteine wie 
z.B. von Rekombinationsproteinen aus Bakterien 
oder Hefe (z.B. RecA, B, C, D). 
Fur die Verwendung in dem erflndungsgemassen 
65 Verfahren sind in erster Linie alle die Gene geeignet, 
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die in der pflanzlichen Zelie exprimiert werden und 
die der Pflanze eine nutzliche und/oder gewunschte 
Eigenschaft verieihen, wie z.B. elne erhohte Resi- 
stenz Oder Toleranz gegenuber Pathogen en (z.B. 
phytophatogene Insekten, Pilze, Bakterien, Viren 
usw.) gegenuber Herbiziden, Insektiziden oder an- 
deren Bioziden, gegenuber kfimatischen Einflussen 
und (okaien Besonderheiten (z.B. Hitze, Kalte, Wind, 
Trockenheit, Feuchtigkeit, besondere extreme Bo- 
denverhaltnisse, osmotischer Stress usw.) oder 
aber eine erhohte BHdung von Reserve- und Lager- 
stoffen in Blattem, Samen, Knolien, Wurzeln, Sten- 
geln usw. 

Ebenso werden von der voriiegendeh Erfindung 
Gene umfasst, die fur pharmazeutisch akzeptabie 
Wirksubstanzen, wie z.B. AlkaJoide, Steroide, Hor- 
mone, Immunmoduiatoren, und andere physioio- 
gisch aktive Substanzen kodieren. 

Neben natGrlicherweise vorkommenden Genen, 
die fur eine nutzliche und wunschenswerte Eigen- 
schaft kodieren, konnen Im Rahmen dieser Erfin- 
dung auch Gene verwendet werden, die zuvor mit 
Hilfe chemischer oder gentechnologischer Metho- 
den gezielt modifiziert wurden. 

Weiterhin sind von dem breiten Konzept der 
voriiegenden Erfindung auch solche Gene umfasst, 
die voilstandig durch chemische Synthese herge- 
steltt werden. 

Beispieihaft seien hier die pflanzlichen Speicher- 
protein-Gene erwahnt. Mogliche Modifikationen der 
Proteingene beziehen sich in erster Unie auf deren 
Aminosaurezusammensetzung, die bekanntermas- 
sen in den meisten Fallen nur von geringem 
ernahrungsphysiologischem Wert ist. So weist bei- 
spielsweise das Zein-Speicherprotein von Mais, 
dessen Protein-kodierende DNA-Sequenz bekannt 
ist (Wienand K etal , Mol. Gen-Genet. , 182: 440 - 444, 
1981) einen hohen Prolin-Gehalt auf, wahrend der 
Lysin- und Tryptophan-Anteil sehr gering ist. 

Durch Austausch von pflanzeneigenen Zeln-Ge- 
nen mit einem zuvor modifizierten, jetzt fur ein Lysin 
und/oder Tryptophan-reicheres Protein oder ein in 
anderer Weise verbessertes Zein-Protein kodieren- 
den Gen unter Verwendung des erfindungsgemas- 
sen Verfahrens, ist es nunmehr moglich den ernah- 
rungsphyslologischen Wert bestimmter Zielpf lanzen 
gezielt zu verbessem. 

Daruberhinaus kann zusatzlich der hohe Back- 
ground an pflanzeneigenen Speicherproteinen mit 
geringem ernahrungsphysiologischem Wert durch 
die geztelte Integration von Stdrgenen, welche 
besagte pflanzeneigenen Gene inaktivieren, verrin- 
gert werden. 

Ein Beispiel fur ein solches Storgen ist das 
opaque-2 Gen von Mais, welches die Expression der 
Zeinproteine unterbindet. 

Weiterhin geeignet fOr die Verwendung In dem 
erfindungsgemassen Verfahren sind sonstlge nutzli- 
che DNA-Sequenzen, insbesondere nicht-kodieren- 
de DNA-Sequenzen mit regulatorischen Funktlonen. 

Fur die Verwendung in dem erfindungsgemassen 
Verfahren kommen somit sowoh! homologe aJs auch 
heterologe Gen(e) oder DNA sowie synthetische 
Gen(e) oder DNA gemass der im Rahmen der 
voriiegenden Erfindung gemachten Definition in 



Betracht 

Die zu integrierenden DNA-Sequenzen konnen 
dabei ausschliessiich aus genomlscher, aus cDNA 
bzw. synthetischer DNA konstruiert sein. Eine 
5 andere Moglichkeit besteht in der Konstruktion von 
hybriden DNA-Sequenzen, bestehend sowohl aus 
cDNA als auch aus genomischer DNA und/oder 
synthetischer DNA. 
In diesem Fall kann die cDNA aus demselben Gen 

10 oder DNA-Abschnitt stammen wie die genomische 
DNA oder aber, sowohl die cDNA, wie auch die 
genomische DNA konnen aus verschiedenen Genen 
oder DNA-Abschnitten stammen. In jedem Fall 
konnen aber sowohl die genomischen DNA und/ 

15 oder die cDNA, jede fur sich, aus dem gleichen oder 
aus verschiedenen Genen oder DNA-Abschnitten 
hergestellt sein. 

Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr als 
einem Gen oder DNA-Abschnitt beinhattet, konnen 

20 diese entweder von ein und demselben Organismus, 
von mehreren Organismen, die verschiedenen 
Stammen, oder Varietaten derselben Art Oder ver- 
schiedenen Spezies derselben Gattung angehoren, 
oder aber von Organismen, die mehr als einer 

25 Gattung derselben oder einer anderen taxonomi- 
schen Einheit angehoren, abstammen. 

Urn die Expression eines Strukturgens in der 
pflanzlichen Zelle zu gewahiielsten, konnen die 
kodierenden Gensequenzen gegebenenfalis zu- 

30 nachst in operabler Weise mit in pflanzlichen Zellen 
funktionsfahigen Expressions-Sequenzen verknQpft 
werden. 

Die hybriden Genkonstruktionen der voriiegenden 
Erfindung enthalten somit in der Regel neben dem 

35 (den) Strukturgen(en) Expressions-Signale, die so- 
wohl Promoter- und Terminator-Sequenzen als auch 
weitere regulatorische Sequenzen der 3' und 5' nicht 
translatierten Regionen mitelnschliessen. 
Jeder Promotor und jeder Terminator, der in der 

40 Lage ist, elne (nduktion der Expression einer 
kodierenden DNA-Sequenz (Strukturgen) zu bewir- 
ken, kann als Bestandteil der chimaren Gensequenz 
verwendet werden. Besonders geeignet sind Ex- 
pressionssignale, die aus Genen von Pflanzen oder 

45 Pflanzenviren stammen. Beispiele geeigneter Pro- 
motoren und Terminatoren sind z.B. solche der 
Nopalin-Synthase-Gene (nos), der Octopin-^Syntha- 
se-Gene (ocs) sowie der Cauliflower Mosaik Virus 
Gene (CaMV). 

50 Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die 
35S und 19S Expressions-Signale des CaMV Ge- 
noms, die mit Hiife molekularbiologischer Methoden, 
wie sie z.B. bel Maniatis et al., 1982 beschrieben 
sind, aus besagtem Genom isoliert und mit der 

55 kodierenden DNA-Sequenz verknQpft werden k5n- 
nen. 

Als Ausgangsmaterial fur die 35S-Transkriptions- 
kontroil-Sequenzen kann erfindungsgemass z.B. 
das Seal-Fragment des CaMV Stammes "S", das die 
60 Nukleotide 6808-7632 der Genkarte umfasst (Frank 
G et a]. , 1980), verwendet werden. 

Die 19S Promoter- und 5' nicht-translatierte 
Region beflndet sich auf einem Genomfragment 
zwischen der Pstl Stelle (Position 5386) und der 
65 Hindlll-Stelle (Position 5850) der CaMV Genkarte 
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(Hohn et al. , 1982). Die entsprechende Terminator- 
und 3' nlchttranslatierte Region liegt auf einem 
EcoRV/Bglll-Fragment zwischen Position 7342 und 
7643 des CaMV Genoms. 

Weiterhin bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung 
sind die Expressionssignale des CaMV Stammes 
CM 1841, dessen komplette NuWeotidsequenz bei 
Gardner RC et al , 1981 beschrteben ist 

Ein weiterer wirksamer Vertreter eines Pflanzen- 
promotors, der Verwendung finden kann, ist ein 
uberproduzierender Pflanzenpromotor. Diese Art 
von Promotoren sollte, sofem sie in operabler Weise 
mit der Gensequenz, welche fur ein gewunschtes 
Genprodukt kodiert verknupft ist, in der Lage sein, 
die Expression besagter Gensequenz zu vermittein. 

Ueberproduzierende Pflanzenpromotoren, die im 
Rahmen der voriiegenden Erfindung zur Anwendung 
kommen konnen, schtiessen den Promotor der 
kleinen Untereinheit (small subunlt; ss) der Ributo- 
se-1,5-bisphosphat-Carboxylase aus Sojabohnen 
[Berry-Lowe et al , J. Molecular and App. Gen. , 1^: 
483-498 (1982)] sowie den Promotor des Chloro- 
phyll-a/b-Bindungsproteins ein. Diese beiden Pro- 
motoren sind dafur bekannt, dass sie in eukaryonti- 
schen Pflanzenzellen durch Licht induziert werden 
[siehe z.B. Genetic Engineering of Plants, an 
Agricultural Perspective , A. Cashmore, Plenum, New 
York 1983, Seite 29-38; Coruzzi G. et al. , The Journal 
of Biological Chemistry , 258 : 1399 (1983) und 
Dunsmulr, P. et al. , Journal of Molecular and Applied 
Genetics , 2: 285 (1983)]. 

Die somit gebildete funktionelle Einheit bestehend 
aus elnem Gen, einer hybriden Genkonstruktion 
oder sonstigen nutzlichen DNA-Sequenzen, die 
gegebenenfalls unter der regulatorlschen Kontrolle 
von in pflanzlichen Zellen aktiven Expressionssigna- 
len stehen, wird anschliessend mit DNA-Abschnit- 
ten flankiert, die in einem Masse Homologien zu 
entsprechenden DNA-Regionen innerhalb des 
pflanzlichen Genoms aufweisen, dass bei der Trans- 
formation der die besagte homoiogen Region ent- 
haltenden pflanzlichen Zelle elne gezielte Integration 
der von homoiogen DNA-Sequenzen flankierten 
Gensequenz an definierten Stellen innerhalb des 
pflanzlichen Genoms durch homologe Rekombina- 
tion stattfindet. 

Durch die Wahl geelgneter flankierender DNA-Se- 
quenzen, die hinreichend grosse Homologien zu 
entsprechenden Abschnitten innerhalb des pflanzli- 
chen Genoms aufweisen und damit einen Austausch 
von genetischem Material via homologer Rekombi- 
nation ermoglichen, ist es nunmehr erstmals mog- 
lich, Gene gezielt an vorherbestimmten Stellen des 
Pfianzengenoms zu Integrieren und gegebenenfalls 
zu exprimieren. 

Das Ausmass der fur einen Austausch via homolo- 
ger Rekombination benotigten Homologle zwischen 
flankierender DNA und der entsprechenden genom- 
ischen DNA-Region ist von verschiedenen Parame- 
tern abhangig, wie z.B. von der spezlfischen Chro- 
matinstruktur u.a., und muss daher in Abhangigkelt 
von den verwendeten DNA-Sequenzen jeweils den 
entsprechenden Bedurfnissen angepasst werden. 

FQr die Verwendung als flanklerende DNA sind im 
Rahmen dieser Erfindung in erster Linie DNA-Se- 



quenzen geeignet, die Homologien zu solchen 
pflanzeneigenen Genen und/oder Genomabschnit- 
ten aufweisen, deren NuWeotidsequenzen ganz oder 
teilweise bekannt sind, wobei solche Gene "oder 
5 Genomabschnitte bevorzugt sind, die in Bereichen 
lokalisiert sind, die natOrlicherweise bereits eine 
hohe Expressionseffizienz aufweisen. 

Beispielhaft seien hier die pflanzlichen Speicher- 
proteingene erwahnt, - ohne dadurch den Erfin- 
10 dungsgegenstand zu limitieren - von denen bekannt 
ist, dass sie, abhangig vom Entwicklungsstadium 
der Pfianze, sehr hohe Expressionsraten erreichen. 

Weitere Gene, deren Nukleotidsequenz zumin- 
dest bereits zum Teil bekannt ist und die daher in 

15 dem erfindungsgemassen Verfahren einsetzbar 
sind, umfassen z.B. das Nitrat-Reduktase Gen, das 
psbA Gen (Gressel J., Oxford Surv. Plant Mol. Cell 
Biol. , 2: 321 -328, 1985; Zurawski G. et al. , Proc. 
Natl. Acad. Sci,USA, 79: 7699 - 7703, 1982), das Gen " 

20 der kleinen (ss) Untereinheit der Ribulose-1,5-bis- 
phosphat-Carboxylase, sowie das Alpha-Amylase 
und das Sucrose-Slynthetase Gen. Neben pflanzen- 
spezifischen Genen kdnnen im Rahmen dieser 
Erfindung auch alle diejenigen Gene verwendet 

25 werden, die aufgrund eines stark ausgepragten 
Konseryatismus im Vertaufe der Evolution grossere 
Bereiche besltzen, die Homologien zu den entspre- 
chenden pflanzenspezifischen Genen aufweisen. 
Dazu gehdren beispielsweise die Histon-Gene, 

30 die Actin-Gene sowie die Glutathion-S-transferase- 
Gene der Mammalier, desweiteren verschiedene 
mikrobielle Gene, wie z.B. die Tryphophan- und 
Glutamin-Synthase-Gene. 
Diese beispielhafte Aufzahlung moglicher und fur 

35 dje Anwendung jn dem erfindungsgemassen Verfah- 
ren geelgneter Gene dient lediglich der besseren 
lllustrierung der voriiegenden Erfindung und soli den 
Erfindungsgegenstand in keiner Weise einschran- 
ken. 

40 Weiterhin sind fur die Verwendung in dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren solche DNA-Sequenzen 
geeignet, die Homologien zu Genen oder Genfrag- 
menten oderzu sonstigen nutzlichen DNA-Sequen- 
zen aufweisen, welche zuvor mit Hilfe bekannter 

45 Verfahrensmassnahmen artifiziell ins Genom einer 
Zlelpflanze integriert wurden und deren Nukleotidse- 
quenzen ganz oder teilweise bekannt sind. Beson- 
ders bevorzugt sind solche DNA-Sequenzen, die in 
Bereichen lokalisiert sind, die natOrlicherweise elne 

50 hohe Expressionseffizienz gewahrleisten. 

in einer spezlfischen Ausf uhrungsform der voriie- 
genden Erfindung handelt es sich bei der zuintegrie- 
renden DNA und der bereits im pflanzlichen Genom 
voriiegenden artifiziell integrierten DNA urn sich 

55 gegenseitig komplementierende DNA-Sequenzen, 
die nach erfolgter homologer Rekombination eine 
funktionale Einheit innerhalb des Pfianzengenoms 
biiden. 

Bei besagter f unktioneller Einheit kann es sich urn 
60 ein Strukturgen handein, das ein wunschenswertes 
und nOtzliches Proteinprodukt kodiert oder aber urn 
eine Kontrollsequenz, die eine spezifische regulato- 
rische Funktlon Innerhalb des pflanzlichen Genoms 
erfullt. 

65 Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfin- 
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dung sind sich gegensertig komplementierende 
DNA-Sequenzen, die nach erfolgter Rekombination 
ein funktionsfahiges Stiukturgen biiden, das einen 
spezifischen phanotypischen Marker oder ein son- 
stiges leicht detektierbares Proteinprodukt kodiert. 

Somit ist es im Rahmen dieser Erfindung nunmehr 
moglich, durch die HersteNung entsprechender 
hybrider Genkonstruktionen in der zuvor beschrie- 
benen Weise geziette vorhersagbare Modifikationen 
von pflanzeneigenen Genen innerhalb des pflanzli- 
chen Genoms vorzunehmen. 

Einen wesentlichen Bestandtefl der voriiegenden 
Erfindung bildet somit ein Verfahren zur HersteNung 
transgener Pfianzen, das sich dadurch kennzeich- 
net, dass man pflanzliches. Material mit einem der 
zuvor beschriebenen rekombinanten DNA Molekule 
transformiert, wobei die in besagtem rekombinanten 
DNA Molekul enthaltenen Gene, hybriden Genkon- 
struktionen oder sonstigen nutzlichen DNA Sequen- 
zen durch homologe Rekombination gezieit an einer 
gewunschten vorherbestimmbaren Stelle in das 
pflanziiche Genom integriert werden. 

In einem ersten Verfahrensschritt werden zu- 
nachst die zuvor beschriebenen rekombinanten 
DNA Molekule, die beispielsweise aus einem oder 
mehreren Strukturgenen, die fur ein nutzliches und 
wunschenswertes Genprodukt kodieren und die in 
operabler Weise mit in der pflanzlichen Zelle funk- 
tionsfahigen Expressionssignalen verknupft sind, 
bestehen sowie aus ffankierenden Sequenzab- 
schnitten, die Homologien zu pflanzeneigenen Ge- 
nomabschnitten aufweisen, konstruiert und in geeig- 
nete Klonierungsvektoren eingespleisst, die in der 
Lage sind mit Hilfe der homologen Rekombination 
wieder ein funktionsfahiges Gen zu biiden. 

Neben Strukturgenen konnen auch beliebige 
ahdere wunschenswerte Gene oder Genfragmente 
oder sonstige nQtzllche DNA-Sequenzen verwendet 
werden. 

Ais Klonierungsvektoren verwendet man im allge- 
meinen Plasmid- oder V1rus-(Bakteriophage)-Vekto- 
ren mit Replikations- und Kontrollsequenzen, die 
von Spezies stammen, die mit der Wirtszelle kompa- 
tibel sind. 

Der Klonierungsvektor tragt in der Regel einen 
Replikationsursprung, ausserdem spezifische Gene, 
die zu phaenotypischen Selektionsmerkmalen In der 
transformierten Wirtszelle fuhren, Insbesondere zu 
Resistenzen gegenuber Antibiotika oder gegenuber 
bestimmten Herbiziden. Die transformierten Vekto- 
ren konnen anhand dieser phenotypischen Marker 
nach einer Transformation in einer Wirtszelle selek- 
tiert werden. 

Selektierbare phaenotypische Marker, die im 
Rahmen dieser Erfindung Anwendung finden kon- 
nen, umfassen beispielsweise, ohne das dies eine 
Limitierung des Erfindung sgegenstandes darsteilt, 
Resistenzen gegen Ampicillin, Tetracyklln, Hygromy- 
cin, G418. Kanamycin und Neomycin. 

Als Wirtszellen kommen im Rahmen dieser Erfin- 
dung Prokaryonten in Frage, einschiiesslich bakte- 
rieller Wirte, wie z.B. A.tumefaciens , E.coli , S.typhl- 
murium und Serratia marcescens , sowie Cyanobak- 
terien. Femer konnen auch eukaryontische Wirte wie 
Hefen, mycelbildende Piize und Pflanzenzellen Im 



Rahmen dieser Erfindung verwendet werden. 

Das Einspleissen der erfindungsgemassen chima- 
ren Genkonstruktlon in einen geelgneten Klonie- 
rungsvektor erfolgt mit Hilfe von Standardmethoden 
5 wie sie z.B. bei Maniatis et aL , 1982 beschrieben 
sind. ■ 

Dabei wird in der Regel der Vektor und die 
einzuspleissende DNA-Sequenz zunachst mit geelg- 
neten Restriktions-Enzymen geschnitten. Geeignete 

10 Restriktionsenzyme sind z.B. solche, die Fragmente 
mit glatten Enden Hefem, wie z.B. Smal, Hpal und 
EcoRV, oder aber Enzyme, die kohesive Enden 
biiden, wie z.B. EcoRI, Sad und BamHI. 
Sowohl Fragmente mit glatten Enden wie auch 

15 soiche mit kohesiven Enden, die einander komple- 
mentar sind, k6nnen mit Hilfe geeigneter DNA-Uga- 
sen wieder zu einem einheitlichen durchgehenden 
DNA-Molekul verknupft werden. 
Glatte Enden konnen auch durch Behandlung von 

20 DNA-Fragmenten, die uberhangende kohislve En- 
den aufweisen, mit dem Klenow-Fragment der E.coli 
DNA-Polymerase durch Auffullen der Lucken mit 
den entsprechenden komplementaren Nucleotiden 
hergesteilt werden. 

25 Anderseits lassen sich auch kohaslve Enden 
kunstlich herstellen, z.B. durch Anfugen komple- 
mentarer homopolymerer Schwanze an die Enden 
einer gewunschten DNA-Sequenz sowie des ge- 
schnlttenen VektormolekQIs unter Verwendung el- 

30 ner terminalen Deoxynukleotidyl-Transf erase oder 
aber durch Anfugen synthetischer Oiigonukleotid- 
Sequenzen (Linker), die eine Restriktionsschnitt- 
stelle tragen und anschliessendes Schneiden mit 
dem entsprechenden Enzym. 

35 Der Klonierungsvektor und die mit diesem Vektor 
transformierte Wirtszelle werden erfindungsgemass 
dazu verwendet, die Kopienzahl des Vektors zu 
erhohen. Mit einer erhohten Kopienzahl (st es 
moglich, den Vektor, der die erfindungsgem§sse 

40 hybride Genkonstruktlon tragt, zu isolieren und z.B. 
fur die Einschleusung der chimaren Gensequenz In 
die pflanziiche Zelle zu verwenden. 

Ein wesentlicher Bestandteil der voriiegenden 
Erfindung betrifft daher die Konstruktion von Plasmi- 

45 den, die besagte chimare Genkonstruktionen, be- 
stehend aus einem oder mehreren Strukturgenen 
oder sonstigen wunschenswerten Genen bzw. Gen- 
fragmenten oder sonstigen nQtzlichen DNA-Se- 
quenzen, die gegebenenfalis in operabler Weise mit 

50 in pflanzlichen Zellen funktionsfahigen Expressions- 
signalen verknupft sind, sowie aus flankierenden 
DNA-Sequenzen, die Homologien zu pflanzeneige- 
nen Genomabschnitten besitzeh, aufweisen. 
In einem weiteren Verfahrensschritt konnen diese 

55 Plasmide dazu verwendet werden, die zuvor be- 
schriebene chimare genetische Konstruktion, die 
gegebenenfalis ein Strukturgen enthalt, welches fur 
ein gewQnschtes Genprodukt kodiert, in die pflanzii- 
che Zelle einzuschleusen und in das Pfianzengenom 

60 zu Integrieren. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfin- 
dung betrifft daher die Herstellung von pflanzlichen 
Rezipienten-Zellen, welche besagtes Strukturgen 
oder sonstige wunschenswerte Gene bzw. Genfrag- 

65 mente oder sonstige nutzliche DNA-Sequenzen In 
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ihr Genom eingebaut enthalten. 

Die Einschleusung der chimaren genetischen 
Konstruktion erfolgt vorzugswelse in pflanziiche 
Protoplasten mit Hilfe bekannter Gen-Transfer-Ver- 
fahren. 5 

Es existieren mittierweile eine Reihe von sehr. 
effizienten Verfahren fGr die Einfuhrung von DNA in 
Pflanzenzellen, basierend auf der Verwendung von 
Gentransfer-Vektoren oder auf direkten Gentrans- 
fer-Verfahren. w 

Eine Mogiichkeit besteht beispielsweise darin, 
dass man Pflanzenzellen mit Viren oder mit Agro- 
bacterium in Kontakt bringt. Dies kann durch 
Infektion sensrtiver Pflanzenzellen oder durch Co- 
Cultivierung von Protoplasten, die slch aus Pflanzen- 15 
zellen ablelten, bewerkstelligt werden. Das Cauliflo- 
wer Mosaik Virus (CaMV) kann im Rahmen dieser 
Erfindung ebenso als Vektor fur die Einschleusung 
der erfindungsgemassen chimaren genetischen 
Konstruktion in die Pflanze verwendet werden (Hohn 20 
et al. , in "Molecular Biology of Plant Tumors", 
Academic Press, New York, 1982, Selte 549-560; 
Howell, US-Patent Patent No. 4,407,956). Das ge- 
samte virale DNA-Genom von CaMV wird dabei in 
ein bakterieiles Elternplasmid integriert unter Ausbil- 25 
dung eines rekombinanten DNA Molekuls, das In 
Bakterien vermehrt werden kann. Nach erf olgter 
Klonierung wird das rekombinante Piasmld mit Hilfe 
von Restriktionsenzymen entweder zufallig oder an 
ganz spezifischen nicht essentiellen Stellen inner- 30 
halb des viralen Teils des rekombinanten Plasmids 
gespalten, z.B. innerhaib des Gens, das fur die 
Uebertragbarkeit des Virus durch Blattlause kodiert, 
urn die hybride Genkonstruktion einbauen zu kon- 
nen. 35 

Ein kleines Oligonukieotid, ein sog. Linker, der 
eine einzige, spezifische Restriktlonserkennungs- 
stelle besitzt, kann ebenfalls integriert werden. Das 
so modifizierte rekombinante Plasmid wird erneut 
Woniert und durch Einspleissen der hybriden Gen- 40 
konstruktion in eine nur einmal vorkommende 
Restriktionsstelle welter modifiziert. 

Der modifizierte virale Anteil des rekombinanten 
Plasmids wird dann aus dem bakteriellen Eltern- 
Plasmid ausgeschnitten und fQr die Inokulation der 45 
Pflanzenzellen oder der gesamten Pflanzen verwen- 
det. 

Eine andere Methode zur Einschleusung der 
chimaren Genkonstruktion in die Zeiie bedient sich 
der Infektion der Pflanzenzelle mit Agrobacterium 50 
tumefaciens , welches mit besagter Genkonstruktion 
transformiert 1st. Die transgenen Pflanzenzellen 
werden anschliessend unter geeigneten, dem Fach- 
mann bekannten Kultivierungsbedingungen kulti- 
viert, so dass sie Schosslinge und Wurzein ausbil- 55 
den und ietztiich ganze Pflanzen resultieren. 

Die chimare Genkonstruktion lasst sich beispiels- 
weise mit Hilfe des Ti-Piasmids von Agrobacterium 
tumefaciens in geeignete Pflanzenzellen QberfQhren 
[Decleene et al. , Bot. Rev. , 47: 147-194 (1981); Bot. 60 
Rev. , 42: 389-466 (1976)]. Das Ti-Plasmid wird im 
Veriaufe der Infektion durch Agrobacterium tumefa- 
ciens auf die Pflanze Obertragen und stabil ins 
Pflanzengenom integriert. [Horsch et ah.Science , 
233 : 496-498 (1984) ; Fraley et al., Proc. Nati. Acad. 65 



Sci. USA , 80: 4803 (1983)]. 

Ti-Plasmfde besitzen zwei Regionen, die fur die 
Herstellung transformlerter Zellen essentiell sind. 
Eine davon, die Transfer-DNA Region, wird auf die 
Pflanze Obertragen und fuhrt zur Induktion von 
Tumoren. Die andere, die virulenzverleihende (vir) 
Region, 1st nur fur die Ausbildung, nicht aber fur die 
Aufrechterhaltung der Tumoren essentiell. Die 
Transfer-DNA Region kann in ihren Dimensionen 
durch Einbau der chimaren Genkonstruktion ver- 
grossert werden, ohne dass die Uebertragungsfa- 
higkeit beeintrachtigt wird. Durch Entfernen der 
tumorverursachenden Gene, wodurch die transge- 
nen Pflanzenzellen nicht-tumoros bieiben und durch 
Einbau eines sefektionierbaren Markers, kann das 
modifizierte Ti-Plasmid als Vektor fur den Transfer 
der erfindungsgemassen Genkonstruktion in eine 
geeignete Pflanzenzelle verwendet werden. 

Die vir-Region bewirkt den Transfer der T-DNA 
Region von Agrobacterium auf das Genom der 
Pflanzenzelle, unabhangig davon, ob die T-DNA-Re- 
gion und die vir-Region auf demselben Vektor oder 
auf verschiedenen Vektoren innerhaib derselben 
Agrobacterium -Zelle vorliegen. Eine vir-Region auf 
einem Chromosom induziert ebenso den Transfer 
der T-DNA von einem Vektor in eine Pflanzenzelle. 

Bevorzugt wird ein System zur Uebertragung 
einer T-DNA-Region von einem Agrobacterium in 
Pflanzenzellen, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass die vir-Region und die T-DNA-Region auf 
verschiedenen Vektoren liegen. Ein solches System 
ist unter dem Begriff "blnares Vektor-System" 
bekannt und der die T-DNA, enthaltende Vektor wird 
als ein "binarer Vektor" bezeichnet 

Jeder T-DNA enthaltende Vektor, der in Pflanzen- 
zellen ubertragbar 1st und der eine Seiektion der 
transform ierten Zellen eriaubt, ist fur die Verwen- 
dung im Rahmen dieser Erfindung geeignet. 

Durch Anwendung neu entwickelter Transforma- 
tionstechniken lassen sich mittierweile in vitro auch 
solche Pflanzenspezies transformieren, die keine 
naturlichen Wirtspflanzen fur Agrobacterium sind. 
So sind beispielsweise monokotyle Pflanzen, insbe- 
sondere die Getreidearten und Graser, keine naturli- 
chen Wirte fur Agrobacterium . 

Es gibt in der Zwischenzelt vermehrt Hinweise 
darauf, dass sich auch Monokotyledonen mit Agro- 
bacterium transformieren lassen, so dass unter 
Verwendung von neuen experimented en Ansatzen, 
die jetzt verfugbar werden, auch Getreide und 
Graser-Spezles einer Transformation zuganglich 
sind [Grimsley NH, et al. , Nature , 325 : 177-179 
(1987)]. 

Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung Ist die 
direkte Einschleusung der erfindungsgemassen 
Genkonstruktionen in pflanziiche Protoplasten, fur 
die ebenfalls bereits eine Reihe von Verfahren zur 
Verfugung stehen. 

So kann das genetische Material, das in einem 
Vektor enthalten ist, beispielsweise mit Hilfe von 
Mikropipetten fur den mechanischen Transfer der 
rekombinanten DNA direkt in die Pflanzenzellen 
mikroinjrziert werden (Neuhaus et al. , 1987). 

Weitere Moglichkeiten fur den direkten Transfer 
von genetischem Material in die pflanziiche Zelle 
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bestehen in der Behandlung der Protoplasten mit 
die Plasmamembran modifizierenden Verfahrens- 
massnahmen, wie z.B. der Polyethylenglykol Be- 
handlung [Paszkowski et al. , EMBO J. , 3: 2717-22 
(1984)], der Hitzeschockbehandlung oder der Elek- 
troporation sowie einer Kombination dieser Verfah- 
rensmassnahmen [Shillito et a). , Bio Technology , 3: 
1099t1103 (1985); Fromm et al. , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA , 82: 5824 (1985)]. 

Bei der Elektroporations-Technik werden pflanzll- 
che Protoplasten zusammen mit Plasmiden, die die 
hybride Genkonstruktion enthalten, elektrischen 
Impulsen hoher Feldstarke ausgesetzt. Dies fuhrt zu 
einer reversiblen Permeabilitatserhohung von Bio- 
membranen und ermogiicht damit die Einschleu- 
sung der Plasmide. Eiektroporierte pflanzliche Pro- 
toplasten emeuern ihre Zeliwand; teilen sich und 
bilden Kallusgewebe. Die Selektion der transf ormier- 
ten Pf lanzenzelleh kann mit Hilfe der zuvor beschrie- 
benen phenotypischen Marker erfolgen. 

Ein weiteres Verfahren fur die direkte EinfQhrung 
von genetischem Material in Pflanzenzellen, das im 
Rahmen dieser Erfindung besonders bevorzugt ist, 
ist bei Negrutiu I et al. , 1987 beschrieben. 

Es handeit sich dabei urn ein Verfahren, das auf 
rein chemischen Verfahrensmassnahmen beruht 
und eine sehr effiziente und schnelie Durchfuhrung 
der Transformation ermogiicht. 

Im einzelnen besteht dieses Verfahren darin, dass 
man 

- pflanzliche Protoplasten aus beliebigen Pflanzen- 
geweben isoliert und gegebenenfalls in einem der 
ublicherweise fur die Kultivierung pflanzlicher Proto- 
plasten verwendeten Nahrmedien, kultiviert; 

- besagte Protoplasten vor der eigentlichen Trans- 
formation 20 Minuten bis 6 Stunden in einem 
Vorinkubationsmedium, enthaltend Erdalkali und/ 
Oder Alkalikationen, vorzugsweise Ca 2+ -, K und/oder 
Na + -lonen sowie eine geeignete C-Quelie, bei einer 
Temperatur von 40 bis 10°C vorinkubiert; 

- die Protoplasten anschliessend aus dem Vorinku- 
bationsmedium abtrennt und in dem eigentlichen 
Trahsformationsmedium, enthaltend als essentiellen 
Bestandteil 0..1 bis 60 mM, vorzugsweise 10 bis 30 
mM Mg 2 *-lonen. in An- oder Abwesenheit von Ca 2+ - 
lonen, resuspendiert; 

- unmittelbar danach eine DNA-Probe, enthaltend 
ein oder mehrere Gene unter der Kontrolle von in 
Pflanzen aktiven Expressionssignalen sowie eine 
Trager-DNA, der Transformationslosung zufGgt; 

- einige Sekunden bis zu 20 Minuten, vorzugsweise 
0,1 bis 10 Minuten, spater ein die Plasmamembran 
modifizierendes Agenz hinzufugt; 

-die Protoplasten und DNA-Probe in besagter 
Transformationslosung fur einen Zeitraum inkubiert, 
der die Aufnahme der DNA in die Protoplasten 
gewahrleistet; und 

- sofern gewunscht, aus den transformierten Proto- 
plasten ganze Pflanzen regeneriert. 

Ganz besonders bevorzugt im Rahmen der vorlie- 
genden Erfindung ist der direkte Gentransfer unter 
Verwendung der Co-Transformation (Schooner R.J 
et al. , Bio/Technology , 4: 1093-1096, 1986). 

Bei der Co-Transformation handeit es sich urn 
eine Methode, die auf der gleichzeitigen Aufnahme 



und Integration verschiedener DNA-Molekule (nicht- 
selektionierbares und selektionierbares Gen) Ins 
pflanzliche Genom beruht, und die daher das 
Auffinden von Zellen, die mit nicht selektierbaren 

5 Genen transformiert sind, ermogiicht. 

Die zuvor gegebene beispielhafte Auflistung mog- 
licher Transformationsverfahren erhebt kelnen An- 
spruch auf Vollstandigkeit und soil den Erfindungs- 
gegenstand in kelner Welse beschranken. 

10 Diejenigen Zeliktone, die die hybride Genkon- 
struktion in ihr Genom eingebaut enthalten werden 
mit Hilfe ublrcher Selektions-, Screening- und Nach- 
weismethoden ausgelpsen und fur die Regeneration 
transgener Pflanzen verwendet 

15 Die Regeneration von in Kultur gehaltenen Proto- 
plasten zu ganzen Pflanzen ist bei Evans, et al. , 
"Protoplast Isolation and Culture", in Handbook of 
Plant Cell Culture , 1; 124-176 (Macmillan Publishing 
Co. New York 1983); M.R. Davey, "Recent Develop- 

20 ments in the Culture and Regenration of Plant 
Protoplasts', Protoplasts , 1983 -Lecture Procee- 
dings, Seite 19-29, (Birkhauser, Base! 1983); PJ. 
Dale, "Protoplast Culture and Plant Regeneration of 
Cereals and Other Recalcitrant Crops", in Proto- 

25 plasts 1983 -Lecture Proceedings, Seite 31-41, 
(Birkhauser, Basel 1983); und H. Binding, "Regene- 
ration of Plants", in Plant Protoplasts , Seite 21-37, 
(CRC Press, Boca Raton 1985) und Potryhus I and 
Shillito RD, Methods in Enzymology , Vol 118 , Plant 

30 Molecular Biology, eds. A. and H. Weissbach, 
Academic Press. Orlando, 1986 beschrieben. 

Die Regenerationsverfahren unterscheiden sich 
von Pflanzenspezies zu Pflanzenspezies. Im allge- 
meinen aber werden die Protoplasten in einem der 

35 bekannten Kulturmedlen zur Teilung und Zellwand- 
bildung angeregt. Es entstehen schliessiich Kallus- 
kulturen, welche durch Behandlung mit bestimmten 
Wirkstoffen, wie z.B. Auxinen und Cytokininen zur 
Wurzel-bzw. Sprossbildung induziert werden kon- 

40 nen. 

Die so gewonnenen Pflanzchen konnen anschlies- 
send in Erde ubertragen und in gleicher Welse wie 
normals Samlinge weiterkultiviert werden. 
Eine effiziente Regeneration hangt in erster Unie 

45 vom Medium, vom Genotyp und von der Vorge- 
schichte der Kultur ab. Werden diese drei Variablen 
hinreichend kontrolllert, dann ist die Regeneration 
vollstandig reproduzier- und wiederholbar. 
Die regenerierten transgenen Pflanzen, welche 

50 ein in der pflanzllchen Zelle exprimierbares Struktur- 
gen der zuvor beschriebenen hybriden Genkon- 
struktion als integralen Bestandteil des pflanzllchen 
Genoms enthalten, werden vegetativ vermehrt vor- 
zugsweise in Form steriler Spross-Kulturen. 

55 Die stabile Integration eines funktionsfahigen 
exprimierbaren Gens ins pflanzliche Genom der 
regenerierten transgenen Pflanzen wird anhand der 
mitotischen Stabilitat des integrierten Gens sowie 
aufgrund des Verhaltens als Mendelsches Merkmal 

60 wahrend der Meiose und unter Verwendung der 
"Southern blot" Analyse (Southern EM, 1975) be- 
stimmt. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfin- 
dung betrifft somit die Herstellung transgener 
65 Pflanzen mit verbesserten und/oder wunschenswer- 
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ten Eigenschaften durch den gezielten Einbau von 
DNA an vorherbestimmbaren Stellen innerhaJb des 
pflanzlichen Genoms, insbesondere solchen, die 
eine hohe Expressionseffizienz und . vorteiihafte 
Regulierbarkeit gewahrieisten. 

Ebenfalls umfasst vom brelten Konzept dieser 
Erfindung sind transgene Pflanzen, die mit Hilfe des 
zuvor beschriebenen erfindungsgemassen Verfah- 
rens transf ormiert worden sind sowie deren asexuel- 
le uhd/oder sexuelle Nachkommenschaft, welche 
noch die durch die Transformation der Mutterpflanze 
bedingte(n) neue(n) und wunschenswerte(n) Eigen- 
schaft(en) aufweisen. 

Unter den Begrrff der asexuelien und/oder sexuel- 
len Nachkommenschaft transgener Pflanzen fallen 
definitionsgemass im Rahmen dieser Erfindung 
somit auch aile Mutanten und Varianten die mit Hiffe 
bekannter Verfahren, wie z.B. durch Zelifusionen 
oder Mutantenselektion gewonnen werden kdnnen, 
und welche noch die charakteristischen Eigenschaf- 
ten der transf ormierten Ausgangspflanze aufweisen, 
sowie samtliche Kreuzungs-und Fusionsprodukte 
mft dem transformierten Pflanzenmaterial. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft 
das Vermehrungsgut transgener Pflanzen. . 

Unter Vermehrungsgut transgener Pflanzen soil 
im Rahmen dieser Erfindung jedes beliebige pflanzli- 
che Material verstanden werden, das sich auf 
sexuellem oder asexueliem Wege bzw. in-vivo oder 
in-vitro vermehren lasst. Als besonders bevorzugt 
sind im Rahmen dieser Erfindung in erster Unie 
Protoplasten, Zellen, Kalli, Gewebe, Organe, Samen, 
Embryonen, Pollen, Eizellen, Zygoten anzusehen, 
sowie jedes beliebige andere Vermehrungsgut das 
von transgenen Pflanzen erhalten werden kann. 

Pflanzenteile, wie z.B. Bluten, Stengel, FrOchte, 
Blatter, Wurzeln, die von transgenen Pflanzen oder 
deren Nachkommen stammen, die zuvor mit Hilfe 
des erfindungsgemassen Verfahrens transformiert 
worden sind und die somit wenigstens zum Teil aus 
transgenen Zellen aufgebaut sind, sind ebenfaJIs 
Gegenstand dieser Erfindung. 

Das erfindungsgemasse Verfahren eignet sich fur 
die Transformation aller Pflanzen, insbesondere 
solchen der systematischen Gruppen Angiosper- 
mae und Gymnospermae . 

Unter den Gymnospermae sind von besonderem 
Interesse die Pflanzen der Klasse Coniferae . 

Unter den Angiospermae sind neben den Laub- 
baumen und Strauchern von besonderem Interesse 
Pflanzen der Familien Solanaceae , Cruciferae , Com- 
posltae , Liliaceae , Vltaceae , Chenopodiaceae , Ruta- 
ceae , Alliaceae , Amaryllidaceae , Asparagaceae , Or- 
chidaceae , Palmae , Bromeliaceae , Rubiaceae , Thea- 
ceae , Musaceae oder Gram ineae und der Ordnung 
Leguminosae und hier vor allem der Familie Papilio- 
naceae . Bevorzugt sind Vertreter der Familien 
Solanaceae , Cruciferae und Gramineae . 

Zu den Zielkuituren im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung zahlen beispielswelse auch jene, ausge- 
wahlt aus der Relhe: Fragaria, Lotus, Medicago, 
Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Li- 
num, Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis, 
Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, 
Datura, Hyoscyamus, Lycopersion, Nicotiana, Sola- 



num, Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium, Helian- 
thus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum/ 
Hemerocallls, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pen- 
nisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucu- 
5 mis, Browallia, Glycine, Lolium, Zea, Triticum und 
Sorghum , einschliesslich derjenigen, ausgewahlt 
aus der Relhe: Ipomoea, Passiflora, Cyclamen, 
Maius, Prunus, Rosa, Rubus, Populus, Santalum, 
Allium, Ulium, Narcissus, Ananas, Arachls, Phaseo- 

10 lus und Pisum . 

Aufgrund neuer Enwicklungen auf dem Gebiet der 
In. vitro Kultivierung von Pflanzen, vornehmlich im 
Bereich der Pflanzenregeneration, ist es inzwischen 
moglich, auch bei Vertretem aus der Familie der 

15 Gramineae , ausgehehd von pflanzlichen Protopla- 
sten, ganze Pflanzen zu regenerieren. Beispiele von 
erfolgrelch durchgefuhrten Regenerationsexperi- 
menten bel Gramineen sind u.a. bei Abdullah, R et 
ah, Bio/Technology, 4 : 1087-1090, 1986, Fujimura, T., 

20 et al. y Plant Tissue Culture Lett , 2:74-75, 1985, 
Toriyama, K., et al. , Theor Appl Genet , 73:16-19, 
1 986. Yamada, Y. t etaK , Plant Cell Rep , 5 :85-88, 1 986 
(Reis) sowie bei Rhodes et al. (1988) fur Maisproto- 
plasten beschrieben. 

25 Es kdnnen im.Rahmen der vorliegenden Erfindung 
daher auch die folgenden Pflanzen verwendet 
werden: Lolium , Zea , Triticum , Sorghum , Saccha- 
rum, Bromus , Oryzae . Avena , Hordeum , Secale und 
Setaria . 

30 Die reifen Pflanzen, die aus transformierten Pflan- 
zenzellen herangezogen wurden, werden zur Sa- 
menproduktion mit sich seibst gekreuzt. Einige der 
Samen enthalten die Gene, die fur eine nQtziiche und 
wunschenswerte Eigenschaft kodieren in einem 

35 Verhaltnis, das genau den etabiierten Gesetzen der 
Vererbung gehorcht. Diese Samen kdnnen zur 
Produktion transgener Pflanzen verwendet werden. 

Homozygote Linien konnen durch wiederholte 
Seibstbest§ubung und Herstellung von Inzuchtlinien . 

40 gewonnen werden. Diese Inzuchtlinien konnen dann 
wiederum zur EntwicWung von Hybriden verwendet 
werden. Bei diesem Verfahren wird eine Inzuchtiinie, 
die besagtes Fremdgen enthalt mit einer anderen 
Inzuchtiinie zur Produktion gekreuzt. 

45 Nach der allgemeinen Beschreibung der vorlie- 
genden Erfindung soli nun zum besseren Verstand- 
nis auf spezifische Ausfuhrungsbeispiele Bezug 
genommen werden, die zum Zwecke der Illustration 
in die Beschreibung mitaufgenommen werden, und 

50 die keinen limitierenden Charakter haben, es sei 
denn, es wird speziell darauf hlngewiesen. 

Nichtlimitierende Ausfuhrungsbeispiele: 

55 Allgemeine rekombinante DNA-Techniken 

Da viele der in dieser Erfindung genutzten rekom- 
binanten DNA-Techniken Routine fur den Fachmann 
sind, ist eher hier eine kurze Beschreibung dieser 
aligemein gebrauchten Techniken enthalten als 

60 JedesmaJ dort, wo sie erschelnen. Bis darauf, wo 
extra darauf hlngewiesen wird, sind alle diese 
Verfahren in der Referenz von Maniatis et al. (1982) 
beschrieben. 

65 
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A. Schneiden mit RestriktionsendonuWeasen 
Typischerweise sind etwa 50 bis 500 ug/ml DNA In 

dem Reaktionsansatz enthalten. in der vom Herstel- 
ler, New Engiand Biolabs, Beverly, MA., empfohle- 
nen Pufferlosung. 2 bis 5 Einheiten von Restriktions- 
endonuWeasen werden fur jedes p.g DNA hinzuge- 
fugt und der Reaktionsansatz bei der vom Hersteller 
empfohlenen Temperatur fQr eine bis drei Stunden 
inkubiert. Die Reaktion wird durch 10 minutiges 
Erhitzen auf 65° C oder durch Extraktion mit Phenol, 
gefolgt durch Prazipitation der DNA mit Ethanol, 
beendet. Diese Technik wird auch auf den Seiten 104 
bis 106 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

B. Behandlung der DNA mit Polymerase, urn glatte 
Enden zu erzeugen 

50 bis 500 u.g/ml DNA-Fragmente werden zu 
einem Reaktionsansatz hinzugefugt, in dem vom 
Hersteller, Neu England Biolabs, empfohlenen Puf- 
fer. Der Reaktionsansatz enthalt alle vier Desoxynu- 
kleotidtriphosphate in Konzentrationen von 0.2 mM. 
Die Reaktion erfolgt wahrend 30 Minuten bei 15°C 
und wird dann durch 10 minutiges Erhitzen auf 65° C 
beendet. Fur Fragmente, die durch Schneiden mit 
Restriktionsendonukleasen erhalten werden, welche 
5'-hervortretende Enden erzeugen, wie EcoRI und 
BamHI, wird das grosse Fragment, oder Klenow- 
Fragment, der DNA-Polymerase benutzt. FOr Frag- 
mente, die durch Endonukleasen erhalten werden, 
welche 3'-hervortretende Enden erzeugen, wie Pstl 
und Sacl, wird die T4-DNA-Polymerase benutzt. Die 
Verwendung dieser zwei Enzyme wird auf den Seiten 
113 bis 121 der Maniatis et al.-Referenz beschrie- 
ben. 

C. Agarose-Gelelektrophorese und Reinigung von 
DNA-Fragmenten von Gelen 

Die Agarose-Gelelektrophorese wird in einem 
horizontalen Apparat durchgefuhrt, wie auf den 
Seiten 150 bis 163 der Maniatis et al.-Referenz 
beschrieben. Der benutzte Puffer ist der dort 
beschriebene Tris-Boratpuffer. Die DNA-Fragmente 
werden durch 0.5 ug/ml Ethidiumbromid gefarbt, 
das entweder im Gel- oder Tankpuffer wahrend der 
Elektrophorese vorhanden ist oder nach der Elektro- 
phorese hinzugefugt wird. Die DNA wird durch 
Beieuchtung mit langwelligem Uitraviolettlicht sicht- 
bar gemacht. Wenn die Fragmente nicht vom Gel 
abgetrennt werden sollen, wird eine Agarose ver- 
wendet, die bei niedriger Temperatur geiiert und von 
Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, bezogen 
werden kann. Nach der Elektrophorese wird das 
gewunschte Fragment ausgeschnitten, in ein Plasti- 
krohrchen gegeben, etwa 15 Minuten auf 65° C 
erhitzt, dreimal mit Phenol extrahlert und zweimaJ 
mit Ethanol gefaiit. Dieses Verfahren ist gegenuber 
dem von Maniatis et a!, auf Seite 170 beschriebenen 
leicht verandert. 

Als Alternative kann die DNA aus der Agarose mit 
Hilfe des Geneclean Kits (Bio 101 Inc., La Jolla, CA, 
USA) isoliert werden. 

D. Hinzufugen von synthetischen Unkerfragmenten 
an DNA-Enden 

Wenn es erwunscht ist, eine neue EndonuWease- 



schnittstelle an das Ende eines DNA-MolekGls 
anzufOgen, wird das Molekul gegebenenfalls.zuerst 
mit DNA-Polymerase behandett, urn glatte Enden zu 
erzeugen, wie im obigen Abschnitt beschrieben. 
5 Etwa 0.1 bis 1.0 ug dieses Fragments wird zu etwa 
10 ng phosphoryiierter Linker-DNA gegeben, die von 
New England Biolabs bezogen wurde, in einem 
Volumen von 20 bis 30 ul mit 2 ul T4 DNA-Ugase von 
New England Biolabs, und 1mM ATP in dem vom 

10 Hersteller empfohlenen' Puffer. Nach einer Inkuba- 
tion uber Nacht bei 15°C wird die Reaktion durch 10 
minutiges Erhitzen auf 65°C beendet. Der Reak- 
tionsansatz wird auf etwa 100 uJ in einem Puffer 
verdunnt, der richtig fur die Restriktionsendonuklea- 

15 se ist, die die synthetische Linkersequenz schnei- 
det. Ungefahr 50 bis 200 Einheiten dieser Endonu- 
klease werden hinzugefugt. Die Mischung wird 2.. 
bis 6 Stunden bei der angemessenen Temperatur 
inkubiert, dann wird das Fragment einer Agarose- 

20 Gelelektrophorese unterworfen und gereinigt wie 
oben beschrieben. Das resultierende Fragment wird 
nun Enden haben mit Endigungen, welche durch 
Schneiden mit der Restriktionsendonuklease er- 
zeugt wurde n. Diese Enden sind gewdhnlich'koha- 

25 siv, so dass das resultierende Fragment nun leicht 
an andere Fragmente mit den gleichen kohasiven 
Enden geknupft werden kann. 

E. Entfernen von 5'-terminaIen Phosphaten von 
30 DNA-Fragmenten 

Wahrend der Plasmidklonierungsschritte vermin- 
dert die Behandlung des Vektorplasmids mit 
Phosphatase die Rezirkularisation des Vektors (dis- 
kutiert auf Seite 13 der Maniatis et al.-Referenz). 

35 Nach Schneiden der DNA mit der richtigen Restrik- 
tionsendonuklease wird eine Einheit alkalische 
Phosphatase aus dem Darm von Kalbem hinzuge- 
fugt, die von Boehringer-Mannheim, Mannheim, 
erworben wurde. Die DNA wird eine Stunde bei 37° C 

40 inkubiert und anschliessend zweimal mit Phenol 
extrahiert und mit Ethanol gefaiit. 

F. Verknupfen der DNA-Fragmente 

Wenn Fragmente mit komplementaren kohasiven 
45 Enden miteinander verknupft werden sollen, werden 
etwa 100 ng von jedem Fragment in einem Reak- 
tlonsgemisch von 20 bis 40 ul mit etwa 0.2 Einheiten 
T4 DNA-Ligase von New England Biolabs im vom 
Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Inkuba- 
50 tioh wird 1 bis 20 Stunden lang bei 15° C durchge- 
fuhrt. Wenn DNA-Fragmente mit glatten Enden 
verknQpft werden sollen, werden sie inkubiert wie 
oben, bis darauf, dass die Menge derT4 DNA-Ugase 
auf 2 bis 4 Einheiten erhoht wird. 

55 

G. Die Transformation von DNA in E. coll 

E. coli Stamm HB101 wird fur die meisten 
Experimente verwendet. DNA wird mit dem Kalzlum- 
chloridverfahren, wie es von Maniatis et al. , Seiten 
60 250 bis 251 , beschrieben wurde, in E. coli eingef uhrt. 

H. Screening von E. coli auf Plasmide 

Nach der Transformation werden die resultieren- 
den Kolonlen von E. coli auf das Vorhandensein des 
65 gewunschten Plasmids durch ein schnelles Plasml- 
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disolationsverfahren gepruft. Zwei gebrauchliche 
Verfahren werden auf den Selten 366 bis 369 der 
Maniatis et ai. -Referenz beschrieben. 

I. Isolierung von P!asmid-DNA in grossem Massstab 
Verfahren zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli 
in grossem Massstab werden auf den Seiten 88 bis 
94 der Maniatis et al. -Referenz beschrieben. 

J. Klonierung in M13 Phagenvektoren 

Die folgende Beschreibung ist so zu verstehen, 
dass die doppelstranglge replikative Form der Phage 
M13-Abk6mmlinge fur Routineverfahren, wie 
Schneiden mit Restriktionsendonuklease, VerknGp- 
fen etc., benutzt wird. 

Enzyme konnen, wenn nicht extra darauf hinge- 
wiesen wird, von Boehringer, Biolabs (BRL), bezo- 
gen werden. See werden entsprechend den Anga- 
ben des Hersteilers verwendet, es sei denn, es wird 
gesondert darauf hingewiesen. 

Beispiel 1: Konstruktion des Piasmids pABDI 

Man zerschneidet die frei zuganglichen Plasmide 
pkm 21 und pkm 244 [Beck, E„ et al., Gene 19, 
327-336 (1982)] mit der Restriktions-Endonuclease 
Pstl. Die Fragmente der Plasmide, welche fur die 
Rekombination verwendet werden, werden durch 
Eiektrophorese in 0,80/oigem Agarose-Gel gereinigt. 
Das aus der Verbindung der Bruchstucke erhaltene 
Plasmid pkm 21244 enthalt eine Kombination der 
5'-und 3'-Bal 31 - Deletlonen des NPT-ll-Gens, wie 
von Beck et al. in Gene 19, 327-336 (1982) 
beschrieben. Urn das Promotersignal des Cauliflo- 
wer-Mosaik-Virus mit dem Hindlll-Fragment des 
Piasmids pkm 21244 zu verbinden, wird das Kupp- 
lungsplasmid pJPAK konstruiert. Das Kupplungs- 
plasmid pJPAX wird aus den Plasmiden pUC8 und 
pUC9 [Messing, J. and J. Vieira, Gene 19, 269-276 
(1982)] erhalten. 10 Basenpaare von der Kupplungs- 
sequenz des Piasmids pUC9 werden durch Zer- 
schneiden bei der Hindlll- und der Sail-Position und 
nachfolgendem Auffullen der haftfahigen Enden mit 
dem Poiymerase-I-Klenow-Fragment [Jacobsen, H., 
et al., Eur. J. Biochem. 46, 623, (1974)] und 
Verbinden der Polynukleotidkette, wodurch die 
Hindlil-Position wie der hergestellt wird, herausge- 
trennt. . Ein synthetisches Kupplungsglied von 8 
Basenpaaren (Xhol) wird an der Smal-Position 
dieser abgetrennten Kupplungssequenz eingefOgt. 
Die Rekombination der geeigneten Xorl- und Hindlll- 
Fragmente des Piasmids pUC8 und des modifizier- 
ten Piasmids pUC9 ergibt das Plasmid pJPAX mit 
einer teilweise asymmetrischen Kupplungssequenz 
mit den aufeinander foigenden Restriktionssteilen: 
EcoRI, Smal, BamHI, Sail, Pstl, Hindlll, BamHI, Xhol 
und EcoRI. Die CaMV Gen VI Promotor-Reglon, die 
mit dem NPt li Struktur Gen verknupft wird, stammt 
aus dem Genom des CaMV-Stammes CM. 4-1 84, 
einer Variante des CaMV-Stammes CM 1841, dessen 
komplette Nukleotidsequenz bei Gardner RC et al , 
1981 beschrieben ist. Die CaMV Promotor-Region 
wird in dem 6 k.b umfassenden Cosmid pHC 79, 
einen Abkdmmling des E. coli Piasmids pBR322 
[Hohn B and Collins J, 1980], kloniert, wobei das 
CaMV Genom sowie das Cosmid pHC79 mit Bstll 



geschnrtten und die resuitierenden BruchstQcke 
mitelnander verknupft werden. Die. Verbindung des 
5'-Expressionssignals des Cauliflower-Mosaik-VT- 
rus-Gens VI und des Hindill-Fragments des NPT-II- 
5 Gens wird beim Plasmid pJPAX durch Einfugung der 
Promoterregion des Cauliflower-Mosaik-Virus-Gens 
VI zwischen die Pstl- und die Hind Ill-Position 
bewirkt. Das so erhaltene Plasmid wird an der 
einzigen Hindlil-Position aufgeschnitten und das 

10 Hindlll-Fragment des Piasmids pkm 21244 wird in 
diese Schnittstelle In beiden Orientierungsrichtun- 
gen eingebaut, wobei man die Plasmide pJPAX 
Cakm + und pJPAK Caknr erhalt. Urn eine EcoRV- 
Sequenz in der Nahe des 3TerminationssignaIs des 

15 NPT-ll-Hybridgens zu schaffen, wird ein BamHI- 
Fragment des Piasmids pJPAX Cakm + in die BamHI- 
Position des Piasmids pBR 327 [Soberon, X. et al. , 
Gene 9, 287-305 (1980)] eingebaut. Man erhalt das 
Plasmid pBR 327 Cakm. Das EcoRV-Fragment des 

20 Piasmids pBR 327 Cakm, das die neue DNA-Kon- 
struktion enthalt, wird verwendet, urn die EcoRV-Re- 
gion des Cauliflower-Mosaik-Virus-Gens VI zu erset- 
zen, welches an der Sail-Position im PJasmid pUC8 
kloniert ist, wodurch man die Protein-kodlerende 

25 DNA-Sequenz des NPT-ll-Gens unter die Kontrolle 
der 5'- und 3'-Expressionssighale des Caultflower- 
Mosaik-Gens VI stellt. Die so hergestellten Plasmide 
tragen die Bezeichnung pABDI und PABDI I (vgi. 
Abbiidung 1). 

30 

Beispiel 2: Konstruktion des Piasmids pHP23A 

Die Konstruktion von Plasmid pHP23 erfolgt durch 
Insertion eines EcoRV-Fragments des Piasmids 

35 pABDI, welches das APH(3')II-Strukturgen sowie 
einen Teil der 195 RNA Promotor-Sequenz von 
CaMV enthalt, in die Smal-Seite des Piasmids pDH51 
(vgl. Abbiidung 2). 
Das Plasmid pDH51 ist bei Pietrzak et al. , 1986 

40 beschrieben. Dieses Plasmid enthalt die 35S Promo- 
tor-Region und Terminator-Region von CaMV, die 
getrennt sind durch eine eingeschobene Polylinker- 
Region, die zahlreiche Klonierungsstellen enthalt. 
Als Ausgangsmaterial fur die 355 Promotor-/Ter- 

45 minator Region dient ein Seal-Fragment von CaMV 
"S", das die Nukleotide 6808-7632 der Genkarte 
(Frank G et al. , Cell , 21 : 285-294, 1980) umfasst, und 
das in die Smal-Steile von pUC1 8 (Norrander J. etal. , 
Gene , 26: 101-106, 1983) eingespleisst wird, unter 

50 Bildung von Plasmid pDB21. Dies wird anschiies- 
send mit dem Restriktionsenzym Hphl verdaut. Die 
kohesiven Enden werden durch Behandlung mit T4 
DNA Polymerase entfernt 
Ein Fragment, welches die 35S Promotor-Region 

55 enthalt [pUC18 pos. 21 (Hphl)-412 (Smal) plus CaMV 
pos. 6808-7437 (Hphl)] wird mit Kpnl Unkern 
verknupft, mit Ncol (pos. 6909 CaMV) geschnltten, 
die kohesiven Enden mit Hilfe des Klenow-Frag- 
ments der DNA-Polymerase aufgefullt, mit EcoRI- 

60 Unkern verknupft und schliesslich mit EcoRI und 
Kpnl verdaut. 

Das resultierende EcoRI/Kpnl-Fragment, das die 
CaMV Promotor-Sequenz enthalt wird dann In das 
Plasmid pUC18 zwischen die Kpnl und EcoRI 

65 Restriktionsschnittstelten eingespleisst. Man erhalt 
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auf diese Weise das Piasmid pDG2. 

Ein zweites Fragment, das die Termlnationssigna- 
le tragt [CaMV pos. 7439 (Hphl)-7632 plus pUC18 
pos. 413-1550 (Hphl)], wird mft EcoRI geschnitten, 
die kohesiven Enden werden mit Klenow aufgefGllt, 
mit Hindlll Unkern versehen und mit Hindlli und Sphl 
verdaut. 

Das resuitierende Sphl-Hindlll Fragment, das die 
CaMV Terminator-Sequenz enthalt, wird dann in das 
Piasmid pDG2 eingespleisst und zwar in die Hindlll 
und Sphl Restriktionsschnrttstellen. 

pHP23 wird modifiziert durch Deletion eines Teils 
der Polylinker-Region. Nach Schneiden des Plas- 
mids mit BamHI und Sphl und Deletion des BamHI- 
Sphl Fragments werden die kohasiven Enden mit 
Hilfe der T4-Polymerase entfemt und die Bruchstuk- 
ke wieder miteinander verknOpft unter Bildung von 
pHP23A. 

Die Konstruktion von pHP23A wird komplettiert 
durch Rekionierung eines EcoRI-Fragmentes, wel- 
ches das Hybrid-Gen tragt, im Piasmid pUC19 
(Roberts RJ, 1984), was die Hersteilung yon Dele- 
tionsmutanten erleichtert. 

Beispiel 3: Konstruktion des Plasmids pABDH 

Das BamHI Fragment von Piasmid pLG88 f das bei 
Blochlinger und Diggelmann, Mol. Cell. Biol., 4(12): 
2929 - 2931, 1984 beschrieben ist und das die 
Protein kodierende Region der Hygromycinphos- 
photransferase (hph) enthalt, wird in die BamHI 
Se'rte vom pDOB612 (Balazs E et a!. , Gene , 40 : 
343-348, 1985) eingespleisst unter Bildung von 
pABDH (vgl. Abbildung 2). 

Beispiel 4: Gen-targeting 

2 Plasmide mit verschiedenen Konstrukten des 
APH(3') II hybriden Marker-Gens werden fur die 
Hersteilung von sich gegenseitig komplementieren- 
den Deletionsmutanten verwendet. 

Ni-Stamm: 

1. Piasmid pABD1 (s. Abb. 1a) beschrieben 
bei Paszkowski J et ai. , Embo J , 3, 2717-2722, 
1984), wird mit den Restriktionsenzymen Ball 
und Smal geschnitten. Durch Deletion des 
Ball-Smal-Fragments von pABD1 erhalt man die 
Deletionsmutante A-Ball (s. Abb. lb). 

2. Unearisierung dieses Plasmids an der Ndel 
Restriktionsschnittstelle. 

. 3. Integration des linearisierten Plasmids ins 
nucleare Genom von Tabak durch Co-Transfor- 
mation mit pABDH. Man erhalt auf diese Weise 
den Ni-Stamm desTarget-Tabak. 

R2, R3-Stamm 

1. Schneiden von pABDI mit Narl. Durch 
Deletion des Narl-Fragments von Piasmid pAB- 
Dl erhalt man die Deletionsmutante A Narla (s. 
Abb. 1c). 

2. Unearisierung des Plasmids an der Ndel 
Restriktionsschnittstelle. 

3. Co-Transformation von ANarl in das Tabak- 
Genom. Man erhalt die Target-Stamme R2 und 



R3. 

Jt, J2-Stamm 

5 1. Schneiden von pABDI mit Psti. Durch 

Deletion des Pstl-Fragments von Piasmid pAB- 
DI erhalt man die Deletionsmutante APst I (s. 
Abb.ld). 

2. Unearisierung des Plasmids an der Ndel 
10 Restriktionsschnittstelle. 

3. Einbringen von APstl ins Tabak Genom 
liefert die Target Stamme J1 und J2. 

Deietions-Mutanten 

15 

ASphl (p19Sphl): 

Schneiden von Piasmid pHP23A mit Sphl undo 
Deletion des Sphl-Fragments fuhrt zu der Deletions- 
mutanten ASphl (s. Abb. If). 

20 

ANarlb (p19Narlb): 

Schneiden von Piasmid pHP23b mit Narl und 
Deletion des Narl-Fragments fGhrt zu der Deletions- 
mutanten ANarlb (s. Abb. Ig). 1 
25 Die verwendeten Methoden fQr die Plasmid-Kon- 
struktion sind bei Maniatis et al., 1982 beschrieben. 

Beispiel 5: Hersteilung von Tabakprotoplasteri 
Tabakprotoplassten werden nach herkdmmlichen 

30 Verfahren ausgehend von einer Tabak-Suspensions- 
kultur hergestelit (Potrykus I and Shillito RD, 
Methods in Enzymology , Vol. 118 , Plant Molecular 
Biology, eds. A and H. Weissbach, Academic Press, 
Orlande, 1986). Vollstandig entfaltete Blatter von 

35 6-Wochen aiten Spross-Kulturen werden unter steri- 
len Bedingungen entfemt und mit einer Enzymld- 
sung der folgenden Zusammensetzung grQndlich 
benetzt. 

40 Enzymlosung: 

H2O 70 ml 

Saccharose 13 g 

Macerozyme 1 g 
45 R 10 

Cellulose 2 g 
'Onozuka' R10 

Driseliase 0.13 g 

MES 0.5 ml 

50 pH 6.0 

Man zerschneidet die Blatter anschliessend in 1-2 
cm grosse quadratlsche StQcke und lasst sie auf der 

55 oben genannten Enzymlosung aufschvyimmen. Die 
Inkubatlon erfolgt Qber Nacht bei einer Temperatur 
von 26° C im Dunkeln. Dieser Ansatz wird anschlies- 
send ieicht geschwenkt und ftir weitere 30 min bis 
zur vollstandigen Verdauung inkubiert. 

60 Diese Suspension wird dann zur Abtrennung 
unverdauter Gewebereste durch ein Stahlsieb mit 
einer Maschenweite von 100 ujn filtriert, mit 0.6 M 
Sucroselosung (MES, pH 5-6) durchgespQIt und 
anschliessend 10 Minuten bei 100 g zentrifugiert. 

65 Aufgrund dieser Behandlung sammeln sich die 
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Protoplasten an der Oberflache des Mediums, das 
dann unter den Protoplasten abgezogen wird, z.B. 
unter Verwendung einer sterilisierten Injektions- 
spritze. 

Die Protoplasten werden anschliessend In einem 
K3A Medium resuspendiert, das 0,4 M Sucrose 
enthalt und zur Entfemung von anhaftendem En- 
zym 3 x durch Flotation und anschiiessendes 
Entfemen des Mediums, in der zuvor beschriebenen 
Weise, gewaschen wird. Die gerelnigten Protopla- 
sten werden schliesslich in einer Losung von 0,4 M 
Mannit und 1 g/Uter MES derart suspendiert, dass 
eine Protoplastendichte von 1,2 bis 1,6 x 10 4 ml 
yorliegt. 

Beispiel 6: Co-Transformation von Protoplasten von 
Nicotlanatabacum c.v. Petit HavannaSRI mit Hilfe 
der Mg 2 VPEG-Behandlung (Negrutiu, I, etai, 1987) 

Die co-Transformation von Deletionsplasmid-DNA 
und pABDH-DNA wird entsprechend den Anweisun- 
gen von Schocher et al , 198S, durchgefuhrt. Zur 
Durchfuhrung derTransformationsexperimente wer- 
den die Protoplasten zunachst gewaschen, gezahlt 
und anschliessend in einem Ws-Medium [154 mM 
NaCI, 125 mM CaCI 2 2H 2 0, 5mM KCI, 5 mM Glucose, 
pH 5.6; Menczel, L et al. (1981)], das eine hohe 
Ueberlebensrate der isolierten Protoplasten ge- 
wahrleistet, in einer Zelidichte von 1-2.5 x 10 6 Zellen 
pro ml resuspendiert. Die Protoplasten werden 
anschliessend nach einer Inkubationszeit von 30 
Minuten bei 6°C bis 8°C fOr die Transformationsex- 
perimente verwendet. 

Kurz vor der eigentlichen Transformation der 
isolierten Protoplasten wird das Ws-Medium durch 
das elgentliche Transformationsmedium ersetzt. Es 
handelt sich dabei urn eine Mannit/Magnesium-Ld- 
sung [MaMg-Lsg: 0.4-0.5 mM Mannit, 0.1 <Vb MES 
(Morpholinethansulfonsaure), pH 5.6] mit einer 
Mg 2+ -Konzentration von 12 bis 16 mM. Dazu werden 
die Protoplasten zunachst aus der Ws-Losung durch 
5-minutige Zentrifugation bei 100 g abgetrennt und 
in dem MaMg-Medium resuspendiert (0.3 ml). Zu 
dieser Suspension werden dann 65 |xl einer wassri- 
gen DNA-Ldsung, enthaltend 5-10 jig Deletions- 
plasmid-DNA, 2 jxg des Plasmids pABDH und 40 jig 
Kalbsthymus-Carrier DNA, zugesetzt Bei letzterer 
handelt es sich um eine neutrale Carrier-DNA ohne 
transformierendes Insert, die zum Schutz vor einer 
Nukleaseverdauung der zu transformierenden DNA 
zu diesem Ansatz im Ueberschuss hinzugegeben 
wird. Plasmid und Carrier DNA werden zuvor durch 
Ethanol Reprezipitation sterilisiert, wie bei 
Paszkowski und Saul, 1986, beschrieben. Nach einer 
Zeitspanne von ca. 0.1 bis 10 Minuten nach der 
DNA-Zugabe erfolgt die Applikation einer wassrigen 
40<>/olgen Polyethylengiykolldsung (w/v) bis eine 
Endkonzentration von 24 bis 280/o (w/v) erreicht ist. 
Als besonders vorteilhaft erweist sich die Verwen- 
dung von PEG vom CMS Typ. Dabei handelt es sich 
um eine Ca 2+ -haltige [0.1 M Ca(N0 3 ) 2 «4H 2 0] 0.4 M 
Mannitl6sung, die PEG vom Molekulargewicht 
ca. 1000 bis ca. 6000 in einer Endkonzentration von 
40 o/o (w/v) enthait. Der pH-Wert dieser Losung liegt 
bei pH 7 bis 9 [Negrutiu, I. et al. (1986a)] 

Im Faile von Nicotiana tabacum c.v. Petit Havanna 
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SRI verwendet man vorzugsweise PEG CMS 4000. 
Der pH-Wert des Transformationsmediums wird 
anschliessend auf einen Wert von pH 7 eingestelit 
Diese Mischung wird unter gelegentlichem" Um- 
5 schwenken fur 30 Minuten bei 26° C inkubiert 

Bei Verwendung von hohen PEG-Konzentrationen 
von >20<Vb ist eine stufenweise Verdunnung mit 
dem 3 bis 5-fachen Volumen einer 0.2 M CaCI 2 -Ld- 
sung vorteilhaft. Anschliessend werden die in der 

10 angegebenen Weise behandelten Protoplasten ab- 
zentrifugiert (5 Minuten bei 100 g) und in frischem 
. K3-Medium resuspendiert (0.3 ml Protoplastenlo- 
sung in 10 ml frisches Ka-Medium). Die weitere 
inkubation erfolgt in 10 mi-Portion en in Petri-Scha- 

15 len von 10 cm Durchmesser bei 24° C und Dunkel- 
heit, wobei die Popuiationsdichte 4 bis 8x1 0 4 
Protoplasten pro ml betragt. Nach 3 Tagen wird das 
Kulturmedium pro Schaie mit 0.3 Volumenteilen 
frischem Ks-Medium verdunnt und fur weitere 4 

20 Tage bei 24° C und 3000 lux kunstiicher Beleuchtung 
inkubiert. Nach insgesamt 7 Tagen werden die aus 
den Protoplasten entwickelten Klone In mit 1 <Vb 
Agarose verfestigtem, 12 mg/l Hygroroycin enthal- 
tendem Nahrmedium eingebettet und nach der 

25 "bead type'-Kulturmethode [Shillito, R.D. et al., 
Plant Ceil Reports, 2, 244-247 (1983)] bei 24°C unter 
Dunkeiheit kuftiviert. Das Nahrmedium wird alle 5 
Tage durch frische gleichartige Nahriosung ersetzt. 
Nach Ablauf von 6 Wochen werden die Hygromy- 

30 cin-resistenten Kione, die einen Durchmesser von 

I- 2 mm erreicht haben auf ein mit Agar verfestigtes 
antibiotikahaltiges Medium ohne Hygromycin uber- 
fuhrt. 

Die Kultivierungsbedingungen sowie das Regene- 
35 rations-Protokoll sind bei Saul et al. , 1987, beschrie- 
ben. 

Beispiel 7: Untersuchung Hygromycin-resistenter 

Kione auf den Einbau von APH(3')II 
40 Deletionsmutanten 

Insgesamt wurden 7 Hygromycin-resistente Klone 

mit Hilfe der Southern blot Hybridisation auf den 

Einbau von APH(3')H' Deletionsmutanten in das 

Pfianzen-Genom QberprOft. 
45 Funf der untersuchten Klone, die die erwartete 

Genkonstruktion besitzen, (3 veschiedene APH(3') 

II- Gen-Deletionen) werden fOr die weiteren Experi- 
mente verwendet. 

Die Koplenzahl der target-Deletlonen variiert in 
50 einem Bereich von zwei bis zehn. (Stamm Ji-3 

Kopien, Stamm J2 - 7 Kopien. Stamm N1 - 5 Kopien, 

Stamm R2- 2 Kopien, Stamm R3-IO Kopien). 
Von diesen Zellinien werden dann transgene 

Pflanzen gemass dem bei Saul et al., 1987 beschrie- 
55 benen Regeneratlonsprotokol regeneriert und in 

Form steriler Sprosskulturen weitervermehrt. 
Nach mehreren Subkultivierungen erhait man 

Blatter, die eine gute Ausbeute an proiiferierenden 

Protoplasten liefem. 
60 Die Integration der Genkonstrukte in das nukleare 

Genom wird an Hand der mitotlschen Stabilit&t und 

der Vererbung als ein singulares Mendel'sches 

Merkmal mit Hilfe der Southern blot Hybridlsierung 

verifiziert. 

65 
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Beispiel 8: °Gen Targeting' Experimente 

Fur die "gene targeting" Experimente werden 
Protoplasten von den 5 zuvor ausgewahiten Unien 
verwendet. Plasmid DNA, die komplementierende 
Abschnitte des chimaren APH(3') II - Gens enthait, 
wird mit Hilfe des im Beispiel 6 beschriebenen 
direkten Gentransfer-Verfahrens in die Protoplasten 
der , korrespondierenden Pflanzenstamme einge- 
schleust, wobei die folgenden Kombinationen ge- 
wahlt werden. 
p19Narlb mit Stamm Ni 
p19Sphl mit Stamm R2, R3, J1 und J2. 

Beispiel 9: Auslese Kanamycin-resistenterZeliklone 
Nach 3 bis 4 Wochen fortgesetzter Kultivierung in 
Kanamycin-haltigem Nahrmedium werden die resi- 
stenten Kalli von 2 bis 3 mm Durchmesser auf mit 
Agar verfestigtes LS-Kulturmedium [Unsmaier EM 
and Skoog F, Physiol. Plant . 18: 100-127, 1965], 
enthaltend 0.05 mg/l 2,4-Dichlorphenoxyessig sati- 
re, 2 mg/l 1-Naphthylessigsaure, 0.1 mg/l 6-Benzyla- 
minopurin, 0.1 mg/l Kinetin und 75 mg/l Kanamycin, 
verpflanzt. Durch Sprossinduktion auf LS-Medium, 
enthaltend 150 mg/l Kanamycin und 0.2 mg/l 
6-Benzylaminopurin, und anschliessender Wurzel- 
bildung auf T-Medium [Nitsch, YP and Nitsch C, 
Science , 163 : 85-87 1969] erhalt man Kanamycin-re- 
sistente Nicotiana tabacum -Pflanzen der Sorte Petit 
Havanna SRI. 

Beispiel 10: Nachweis des NPT-ll-Gens im 
Pflanzenerbgut 

0,5 g Kallus der transformierten Zellkulturen Oder 
Blattgewebe der daraus regenerierten Pflanzen 
werden bei 0°C in 15%-iger Saccharoselosung, 
enthaltend 50 mMol/l Ethylendiamin-N.N.N'.N'-tetra- 
essig-saure, EDTA), 0,25 Mol/I Natriumchlorid und 
50 mMol/l a,a,a-Tris-(hydroxymethyl)methylamln- 
Hydrochlorid (TRIS-HCI) bei pH 8,0 homogenisiert. 
Durch Zentrifugieren des Homogenisats fur 5 Minu- 
ten bei 1000 g trennt man grob die Zelikerne ab. Die 
Zellkerne werden in 15 %-iger Saccharoselosung, 
enthaltend 50 mMol/l EDTA und 50 mMol/l TRIS-HCi, 
bei pH 8,0 resuspendiert, mit Natrium-dodecylsulfat 
bis zu einer Endkonzentration von 0,2 0/0 versetzt 
und 10 Minuten auf 70° C erhitzt. Nach Abkuhlung 
auf 20-25° C wird der Mischung KaJiumacetat bis zu 
einer Konzentration von 0,5 Mol/I zugesetzt. Dieses 
Gemisch wird 1 Stunde bei 0°C inkubiert. Der 
ausgefallene Niederschlag wird durch Zentrifugieren 
(15 Minuten bei 4°C in einer Mikrozentrtfuge) 
zentrifugiert. Aus der uberstehenden Flussigkeit 
wird durch Versetzen mit dem 2,5-fachen Volumen 
Ethanol bei 20-25° C die DNS ausgefalit. Die abge- 
trennte DNS wird in einer Losung von 10 mMol 
TRIS-HCI, enthaltend 10 u.g/ml Ribonuclease A, 
gelost, 10 Minuten bei 37° C inkubiert, mit Proteinase 
K bis zu einer Konzentration von 250 u,g/ml versetzt 
und eine weitere Stunde bei 37° C inkubiert. Die 
Proteinase K wird durch Phenol- und Chloroform/ 
Isoamylalkohol-Extraktionen entfernt. Aus der wass- 
rigen Phase wird die DNS durch Zusatz von 0,6 
Volumenteilen 0,6 molarer isopropanolischer Natri- 
umacetat-Losung ausgefalit und in 50 uJ einer 
Losung, enthaltend 10 mMol/l TRIS-HCI und 5 



mMol/l EDTA, bei pH 7,5 ge!6st. Durch diese 
Preparation erhalt man DNS-Sequenzen, die vorwie- 
gend mehr als 50'000 Basenpaare enthalten. Re- 
striktion dieser DNA mit EcoRV-Endonuclease, 

5 Hybridisierung der Fragmente mit radioaktiv mar- 
kierten Hindlll-Bruchstticken des NPT-ll-Gens und 
Vergleich mit dem Plasmid pABDI zeigt in einer 
"Southern Blot'-Analyse die Anwesenheit des NPT- 
ll-Gens in der Zellkern-QNS der transformierten 

10 Nicotiana tabacum-Zellen. 

Beispiel 11: Southern blot-Analyse: 

Die Analyse der Pflanzen DNA wird entsprechend 
einer bei Paszkowski und Saul, 1983, beschriebenen 
15 Methode, durchgefuhrt 

Ungefahr 5 \lq genomischer DNA werden waht- 
weise mit EcoRV oder Hindi ll-Restriktionsenzymen 
geschnitten und die erhaltenen BruchstOcke durch 
Elektrophorese in einem 1 <Vb Standard-Agarose-Gel 
20 aufgetrennt. (Maniatis T et al. , 1982). 

Die Southern blot Analyse wird gemass den 
Angaben von Paszkowski und Saul, 1986, durchge- 
fuhrt. 

Die Nick-Translation wird dabei ersetzt durch die 
25 "random primer" Methode, die bei Feinberg und 
Vogelstein, 1983, beschrieben 1st. 

Dies fflhrt zu einer reproduzierbaren AktMt&t von 
mehr als 10 8 Cpm/u.g DNA. 

30 Ergebnisse 

Aus 3 unabhangig voneinander durchgefQhrten 
Experimenten, an denen insgesamt, 1,4 x 10 B 
Protoplasten beteiligt waren, konnten 8 Kanamycin 
resistente Zellklone erhalten werden. 

35 In den gleichzeitig durchgefQhrten Kontrollversu- 
chen, bei denen Wildtyp SR1 Protoplasten verwen- 
det wurden, und bei denen keine komplementaren 
Deletionsmutanten angeboten wurden, konnten kei- 
ne resistenten Klone beobachtet werden. 

40 Kanamycin-resistente Zellinien konnen in erster 
Unie von den Empfangerstammen J2 und R3 
erhalten werden. 

Die Frequenz der Blldung Kanamycin-resistenter 
Klone 1st vergleichbar mit der Transforrnationsfre- 

45 quenz von parallel durchgefuhrten Versuchen, bei 
denen nicht-unterbrochene hybride Genkonstruk- 
tionen verwendet wurden. 

Die verwendeten 3' und 5' APH(3')I1 Gen-Deletio- 
nen stammen von zwei hybridene Genen, die sich in 

50 ihrer Promotor und Terminator-Region unterschei- 
den. 

Daher fuhrt eine homologe Rekombination dieser 
Deletionsmutanten zu einem Markergen, das neu 
kombinierte flankierende DNA Sequenzen tragt, die 
55 zu andersartigen Restriktionsfragmenten fQhren im 
Vergleich zu den zuvor existierenden Genkonstruk- 
ten. 

Die Southern blot Analyse bestatigt, dass eine 
homologe Rekombination an den zentraien Homolo- 
60 giebereichen der zwei APH(3')H Deletionsmutanten 
stattgefunden hat und schliesst damit gleichzeitig 
die Moglichkeit einer Transformation durch kontami- 
nierende Eltern-Plasmlde aus. 

65 
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DNA-Analyse 

Die DNA von 4 J2 komplementierten Won en wurde 
untersucht. 

Ein EcoRV-Fragment (1247 bp), das im Zusam- 
menhang mit dem neuen Marker-Gen steht, konnte 
bei samtlichen untersuchten Kanamycin-resistenten 
Klonen nachgewiesen werden. 

Gleichzeitig macht die Southern blot Analyse 
deutlich, dass nicht alle Integrierten APH(3')H Gen- 
deletionen korrigiert wurden. 

Das Erscheinen von DNA-Fragmenten, die der 
wiederhergestellten vollstandlgen Gen-Kople ent- 
sprechen, geht einher mit einer Abnahme der 
deletierten Gen-Kopien. Dies ist als ein Hinweis 
darauf zu werten, dass es innerhalb des Genoms 
durch homologe Rekombination zu einer spezffi- 
schen Korrektur der mutierten Gen-Kopie durch die 
eingeschleuste DNA kommt. 

Eine genomlsche Genkartierung zeigt, dass ein 
Hind III Fragment von 805 bp, das die Protein 
kodierende Region des APH(3')ll Gens tragt, exakt 
rekonstruiert wird. 

Dies bedeutet, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit 
die hybrlde Genkorrektur exakt ablauft. 

Nachweis der Uebertragung des transformierten 
Gens auf die sexuellen Nachkommenschaften sowie 
seiner Vererbung als normales Pflanzengen 

Umfangreiche genetische Kreuzungsanaiysen 
und ausfuhriiche molekularbiologische Studien (bel- 
spielsweise "Southern blof-Analyse der DNS des 
Pflanzengenoms; Untersuchung der EnzymaktfVltat 
der Aminoglykosidphosphotransf erase, d.h., dem 
Enzym fur die Kanamycin-spezlfische Phosphorylie- 
rung) mit den genetisch veranderten Pflanzen (erste 
Generation und Nachkommenschaften) haben fol- 
gende Ergebnisse erbracht: 

1. Das bakterielle Gen ist stabil in das 
Pfianzengenom eingebaut; 

2. Es wird in der Regel unverandert und 
regelmassig auf Kreuzungsnachkommenschaf- 
ten ubertragen; 

3. Sein Erbgang entspricht dem eines naturii- 
chen, einfachen, dominanten Pflanzengens; 

4. Die molekulare Analyse mittels DNS-Hybri- 
dlslerung und Enzymtest bestatigt die Ergeb- 
nisse der genetischen Kreuzungsanalyse ; 

5. Die genetisch veranderten Pflanzen haben 
ihren normalen, naturlichen Phanotyp wahrend 
der Behandiung beibehalten; es sind also ketne 
unerwunschten Veranderungen festgestelit 
worden. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren des direkten Gentrans- 
fers in Protoplasten der beste Weg fur die gezieite 
genetische Veranderung von pfianzlichem Material 
aufgefunden worden ist. Die genetische Verande- 
rung ist stabil, und unerwunschte Aenderungen des 
Genotyps der Pflanze treten nicht auf. 

Aus der nach a) erhaltenen Kanamycin-resisten- 
ten Tabakpflanzen wird nach an sich bekannten 
Methoden, namlich durch Selbstung und Ausiese 
eine homozygote Linie gewonnen. Damit stehen 
Nlcotlana-Tabacum Pflanzen zur Verfugung, bei 
denen jedes haploide Genom nur eine einzige Kopie 
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des Neomycintransferase-Gens NPT-il enthaJt. 

Hinteriegung: 

Das im Rahmen der voriiegenden Erfiridung 
verwendete Piasmid p19Sphl wurde bei der als 
Internationale Hlnteriegungsstelle anerkannten 
'Deutschen Sammlung von Mikroorganismen' 
(DSM), Bundesrepublik Deutschland, entsprechend 
den Anforderungen des Budapester Vertrages fur 
die Internationale Anerkennung der Hinteriegung 
von Mikroorganismen zum Zwecke der Patentie- 
rung, hinterlegt. Eine Erldarung zur Lebensfahlgkeit 
der hinterlegten Proben wurde durch die besagte 
Internationale Hlnteriegungsstelle ausgefertrgt. 
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Patentanspriiche 



1. Rekombinantes DNA Molekfll, welches 
eine zielgerichtete Integration von Genen, Gen- 
fragmenten oder sonstigen DNA-Sequenzen an 
genau definierten Stellen innerhalb des pflanzli- 
chen Genoms ermoglicht. dadurch gekenn- 
zelchnet, dass besagtes rekombinantes DNA 
MolekQI die zu integrierende DNA enthSIt, und 
das besagte DNA in elnem Masse Homologien 
zu entsprechenden DNA Regionen innerhalb 
des pflanzlichen Genoms aufwelst oder aber 
von solchen homologen DNA-Sequenzen flan- 
kiert wird, dass bei der Transformation der die 
homologen DNA Regionen enthattenden 
pflanzlichen Zelle eine zielgerichtete Integration 
besagter zu integrierender DNA an genau 
definierten Stellen innerhalb des pflanzlichen 
Genoms durch homologe Rekomblnatlon statt- 
findet. 

2. Rekombinantes DNA Molekfll gemass 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
zu integrierenden DNA, die gegebenenfalls 
unter der Kontrolle von in der pflanzlichen Zelle 
funktionsfShigen Expressionssignalen steht. 
mit flankierenden DNA-Abschnitten, die Homo- 
logien zu einer bestlmmten Region innerhalb 
des pflanzlichen Genoms aufweisen, verknupft 
1st. 

3. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
zu integrierende DNA, die gegebenenfalls unter 
der Kontrolle von in der pflanzlichen Zelle 
funktionsfahigen Expressionssignalen steht, ei- 
ne genQgend grosse Homologie zu entspre- 
chenden DNA-Regionen innerhalb des pflanzli- 
chen Genoms aufweist, sodass ein direkter 
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Austausch besagter zu integrierender DNA 
gegen besagte homologe genomische DNA 
vermittels der homologen Rekombination er- 
folgt. 

4. Rekombinantes DNA-Molekul gemass e\- 
nem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass besagte zu integrierende DNA 
entweder aus genomischer DNA, aus einer 
cDNA Oder aus synthetischer DNA besteht. 

5. Rekombinantes DNA-Molekul gemass ei- 
nem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass besagte zu integrierende DNA 
sowohl aus genomischer DNA, als auch aus 
cDNA und/oder synthetischer DNA zusammen- 
gesetzt ist. 

6. Rekombinantes DNA-Molekul gemass ei- 
nem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die zu integrierende DNA aus 
Gen Oder sonstigen DNA-Fragmenten von 
mehreren Organismen, die verschiedenen Gat- 
tungen angehoren, zusammengesetzt ist. 

7. Rekombinantes DNA-Molekul gemass ei- 
nem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die zu integrierende DNA aus 
Gen Oder sonstigen DNA-Fragmenten von 
Organismen, die verschiedenen Stammen, oder 
Varietaten elner Art Oder verschiedenen Spe- 
zies einer Gattung angehoren, zusammenge- 
setzt ist. 

8. Rekombinantes DNA-Molekul gemass ei- 
nem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die zu integrierende DNA aus 
Anteilen von mehr als einem Gen des selben 
Organismus zusammengesetzt ist. 

9. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei besagter zu integrie- 
render DNA urn ein Strukturgen handelt, das 
der transformierten Pflanze eine nutzliche und 
wunschenswerte Eigenschaft verteiht. 

10. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagtes Strukturgen der Pflanze eine erhdhte 
Resistenz oder Toleranz gegenuber Pathoge- 
nen, Herbiziden, Insektiziden oder anderen 
Biozidenverleiht. 

11. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagtes Strukturgen die Bildung und Qualitat 
von Reserve- und Lagerstoffen in Blattern, 
Samen, Knollen, Wurzeln und Stengeln verbes- 
sert. 

12. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bei besagtem Strukturgen urn pflanzliche 
Speicherproteingene handelt 

13. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagtes Strukturgen fur pharmazeutisch ak- . 
zeptable Wirksubstanzen kodiert. 

14. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bei der zu integrierenden DNA urn nicht- 
kodierende DNA-Sequenzen mit regulatori- 
scher Funktion handelt. 



15. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagte Expressionssignale aus Genen von 
Pflanzen oder Pflanzenviren stammen. 

5 16. Rekombinantes DNA Molekul gemass 

Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet dass 
besagte Expressionssignale aus einem pflanzli- 
chen Gen stammen, das fur die kieine Unterein- 
heit der Ribulose-l,5-bisphosphatcarboxylase 

10 oder das Chlorophyll a/b Bindungsprotein ko- 

diert. 

17. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagte Expressionsignale aus Genen von 

15 Pflanzenviren stammen. 

18. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich urn Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) 
handelt. 

20 19. Rekombinantes DNA Molekul gemass 

Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich urn die 35 S-Expressionssignale des CaMV 
Genoms handelt. 

20. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
25 Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. dass es 

sich urn die 19 S Expressionssignale des 
CaMV-Genomes handelt. 

21. Rekombinantes DNA-Molekul gemass An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es 

30 sich bei besagten flankierenden DNA-Sequen- 

zen urn solche handelt, die Homologien zu 
pflanzeneigenen Genen oder Genomabschnit- 
ten aufweisen. 

22. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
35 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es 

sich bei besagten flankierenden DNA-Sequen- 
zen urn solche handelt, die Homologien zu 
Genen oder Genfragmenten oder zu sonstigen 
nutzlichen DNA-Sequenzen aufweisen, welche 
40 zuvor mrt Hilfe bekannter Verfahrensmassnah- 

men artiftziell ins Genom einer Zielpftanze 
integriert wurden und deren Nukleotidsequen- 
zen ganz oder teitweise bekannt sind. 

23. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
45 Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass es 

sich bei besagter flankierender DNA und der 
artlfiziell ins Pflanzengenom integrierten DNA 
urn sich gegenseitig komplementierende DNA- 
Sequenzen handelt, die nach erfolgter homolo- 
50 ger Rekombination eine funktionelle Einheit 

innerhalb des pflanzlichen Genoms bilden. 

24. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass 
die sich gegenseitig komplementierenden 

55 DNA-Sequenzen nach erfolgter Rekombination 

einen phanotypischen Marker oder sonstige 
lelcht detektierbare Proteinprodukte kodieren. 

25. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
einem der Anspruche 21 bis 24, dadurch 

60 gekennzeichnet, dass besagte Gene oder Gen- 

fragmente oder sonstige nutzliche DNA-Se- 
quenzen in Bereichen innerhalb des pflanzli- 
chen Genoms lokalisiert sind, die natOriicher- 
weise eine hohe Expressionsrate aufweisen. 

65 26. Rekombinantes DNA MoiekQI gemass 
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Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich urn pflanzliche Speicherproteingene han- 
deft. 

27. Rekombinantes DNA Molekul gemass 
Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass 5 

a) besagtes rekombinantes DNA Mole- . 
kul ein Strukturgen gemass einem der 
Anspruche 9 bis 14 enthalt 

b) besagtes Strukturgen gegebenenfalls 

In operabier Weise mlt in pflanziichen 10 
Zeilen funktionsfahigen Expressionssigna- 
len gemass einem der Anspruche 15 bis 20 
. verknupftist 

c) besagte funktionelie Einheit, beste- 
hend aus Strukturgen und gegebenenfalls 15 
Expressionssignalen in einer Weise von 
DNA-Sequenzen flankiert wird, die in ei- 
nem Masse Homologien zu entsprechen- 

den DNA-Regionen innerhalb des pflanzii- 
chen Genoms aufweisen, dass bei der 20 
Transformation der die besagte homolo- 
gen Region enthaltenden pflanziichen Zel- 
le eine gezieite Integration der von homo- 
logen DNA-Sequenzen flankierten Gense- 
quenz an definierten Stellen innerhalb des 25 
pflanziichen Genoms durch homologe Re- 
kombinatlon stattfindet. 

28. Verfahren zur Herstellung transgener 
Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, dass man 

ein Gen, ein Genfragment oder sonstige nutzli- 30 
che DNA Sequenzen unter Verwendung eines 
rekombinanten DNA Molekuls gemass einem 
der Anspruche 1 bis 27 mit Hilfe bekannter 
Verfahren In eine pflanzliche Zelle transformiert 
und dort via homologer Rekombination gezielt 35 
an einer gewunschten, vorherbestimmbaren 
Steiie in das pflanzliche Genom integriert. 

29. Verfahren gemass Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Transformation des 

die homologen DNA-Abschnitte enthaltenden 40 
pflanziichen Materials unter Verwendung des 
Agrobacterium- Transformationssystems 
durchgefOhrtwird. 

30. Verfahren gemass Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte Transformation 45 
unter Verwendung des CaMV-Transformations- 
systems durchgef uhrt wird. 

31. Verfahren gemass Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte Transformation 
durch direkten Gentransfer erfoigt. 50 

32. Verfahren gemass Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagter 
Transformation um eine Co-Transformation 
handelt. 

33. Verfahren gemass Anspruch 28, dadurch 55 
gekennzeichnet, dass man naturiiche oder 
modifizierte Gene oder Genfragmente oder 
sonstige nutzliche DNA-Sequenze durch Re- 
kombination mit homologen DNA-Abschnitten 
innerhalb des pflanziichen Genoms in dieses 60 
integriert. 

34. Verfahren gemass Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet. dass die Integration in einer 
Region des pflanziichen Genoms erfoigt, die 

eine hohe Expressionseffizienz und/oder eine 65 



vorteilhafte Regulierbarkeit des Irrtegrierten 
Gens gewahrieistet 

35. Verfahren gemass Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte homologe ge- 
nomische DNA-Abschnitte ein natGrticher Be- 
standtefl des Pfianzengenoms slnd. 

36. Verfahren gemass Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte homologe ge- 
nomische DNA-Abschnitte artiftziell mit Hilfe 
bekannter Verfahrensmassnahmen ins Pflan- 
zengenom integriert worden sind. 

37. Verfahren gemass Anspruch 36, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte homologe ge- 
nomische DNA-Abschnitte heterologen Ur- 
sprungs sind. 

38. Verfahren gemass einem der Anspruche 
33 bis 37, dadurch gekennzeichnet, dass,, 
besagte homologe genomische DNA-Abschnit- 
te in genomischen Regionen mit hoher Expres- 
sionseffizienz vorliegen. 

39. Verfahren gemass einem der Anspruche 
36 oder 37, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagte homologe genomische DNA-Abschnit- 
te fur einen phanotypischen Marker oder ande- 
re lelcht detektierbare Proteinprodukte kodie- 
ren. 

40. Ein DNA-Transfer-Vektor, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass er ein rekombinantes DNA- 
MolekQI gemass einem der AnsprQche 1 bis 27 
enthalt. 

41. Ein DNA-Expresslons-Vektor, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass er ein rekombinantes DNA- 
Molekul gemass einem der Anspruche 1 bis 27 
enthalt. 

42. Eine Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie einen DNA-Transfer-Vektor gemass 
Anspruch 40 enthalt. 

43. Eine Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie einen DNA-Expressions-Vektor ge- 
mass Anspruch 41 enthalt. 

44. Eine Wirtszelle gemass einem der AnsprQ- 
che 42 oder 43, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie ein rekombinantes DNA-MolekOI gemass 
einem der Anspruche 1 bis 27 enthalt. 

45. Eine Wirtszelle gemass einem der AnsprQ- 
che 42 oder 43, dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich dabei um einen Mikroorganismus 
handelt. 

46. Eine Wirtszelle gemass einem der AnsprQ- 
che 42 oder 43, dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich dabei um eine pflanzliche Zelle handelt. 

47. Pflanzliches Material bestehend aus einer 
transgenen Pflanze und deren Samen, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagtes pflanzliches 
Material mit einem rekombinanten DNA MolekQI 
gemass einem der Anspruche 1 bis 27 transfor- 
miert worden ist. 

48. Eine pflanzliche Zelle, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie ein rekombinantes DNA-Mo- 
lekul gemass einem der Anspruche 1 bis 27 
enthalt. 

49. Pflanzliches Material bestehend aus einer 
transgenen Pflanze und deren Samen, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagtes pflanzliches 
Material pflanzliche Zeilen gemass Anspruch 48 
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enthaJt. , 

50. Pflanzliches Material bestehend aus einer 
transgenen Pflanze und deren Samen, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagtes pflanzliches 
Material aus pflanziichen Zelien gemass An- 5 
spruch 48 regeneriert worden 1st. 

51. Pflanzliches Material gemass einem der 
Anspruche 47, 49 Oder 50 ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Sotanaceae , Cruciferae , 
Compositae , Llllaceae , Vitaceae , Chenopodia- w 
ceae, Rutaceae , Alliaceae , Amaryllldaceae , 
Asparagaceae , Orchidaceae , Palmae , Brome- 
liaceae , Rubiaceae , Theaceae , Musaceae , Gra- 
mineae oder Leguminosae . 

52. Pflanzliches Material gemass einem der is 
Anspruche 47, 49 oder 50 ausgewahlt aus der 
Gruppe Sotanaceae , Cruciferae und Grami- 
neae . 

53. Pflanzliches Material gemass einem der 
Anspruche 47, 49 oder 50, ausgewahlt aus der 20 
Gruppe bestehend aus Fragaria, Lotus, Medl- 
cago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, 
Citrus, Linum, Geranium, Manlhot, Daucus, 
Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, 
Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lyco- 25 
persion, Nicotiana, Solanum, Petunia, Digitalis, 
Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, Bro- 
mus, Asparagus, Antirrhinum, Hemerocallis, 
Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum, 
Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, 30 



Browallia, Glycine, Lolium, Zga, Trigcum und 
Sorghum , einschiiessllch derjenigen, ausge- 
wahlt aus der Reihe: Ipomoea, Passiflora, 
Cyclamen, Malus, Prunus, Rosa, Rubus, Popu- 
lus, Santa! um, Allium, Ulium, Narcissus, Ana- 
nas, Arachis, Phaseolus und Pisum . 

54. Pflanzliches Material gemass einem der 
Anspruche 47, 49 oder 50, ausgewahlt aus der. 
Gruppe Lolium, Zea, Triticum, Sorghum , Sac- 
charum , Bromus . Oryzae , Avena, Hordeum , Se- 
cale und Setaria. 

55. Nachkommen einer transgenen Pflanze 
gemass einem der AnsprQche 47 und 49 bis 54, 
wobei besagte Nachkommenschaft Mutanten 
und Varianten miteinschiiesst. 

56. Vermehrungsgut transgener Pflanzen ge- 
mass einem der Anspruche 47 und 49 bis 55, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn 
Protoplasten, Zeilen, Kaili.Gewebe, Organe.Sa- 
men, Pollen, Eizellen, Zygoten, Embryonen 
oder anderes von einer transgenen Pflanze 
erhaltliches Vermehrungsgut handelt. 

57. Pflanzenteile, wie z.B. BlOten, Stengel, 
Fruchte, Blatter, Wurzeln, die von transgenen 
Pflanzen oder deren Nachkommen stammen, 
die zuvor mit Hitfe des erfindungsgemassen 
Verfahrens transformiert worden sind und die 
somit wenigstens zum Teil aus transgenen 
Zeilen aufgebaut sind. 
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Abbildung 1: Schema des 'Gene targeting* - Experiments 
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E.coli - Plasmid pUC19 DNA 

Promotor- und Terminator-Region des 19S RNA Trans 
kripts von Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) 
Promotor- und Terminator-Region des 35S RNA Trans 
kripts von CaKV 
Ende des Gen V von CaMV 

APH(3*) Protein kodierende Region von pABDI 
APH(3')II Protein kodierende Region von pHP23A 
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Abbildung 2: Konstruktionsschema der Plasmide pHP23A 
und pABDH 



